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Verbesserte strukturiert-funktionale Bindematrices 
£iix Biomolekiile 



Die vorliegende Erfindung betrifft Funktionselemen- 
te, die auf einem Trager angeordnete, aus biofunk- 
tionalisierbaren oder biofunktionalisierten Nano- 
10 partikeln bestehende Mikrostrukturen umfassen, Ver- 



wie die Verwendung derselben. 

Die Untersuchung von biologischen Molekiilen wie DNA 
oder Proteinen spielt in den unterschiedlichsten 

15 Bereichen eine immer wichtigere Rolle, beispiels- 
weise in der Umweltanalytik zum Nachweis von Mikro- 
organismen, in der klinischen Diagnostik zur Iden- 
tifizierung von Erregern oder zur Bestimmung von 
Resistenzen gegen Medikamente usw. Unabhangig von 

20 der speziellen Anwendung mussen diese Analysever- 
fahren immer die gleichen Anforderungen er fallen. 
Insbesondere sollten sie schnell und kostengiinstig 
durchfuhrbar sein, gleichzeitig aber sehr empfind- 
lich sein und zuverlassig reproduzierbare Ergebnis- 

25 se liefern. 

Einen Meilenstein bei der Analyse von biologisch 
aktiven Molekiilen stellen die sogenannten Biochips 
dar. Mit Hilfe von auch als DNA-Arrays bezeichneten 
Gen-Chips kann beispielsweise die Nucleinsaure- 
30 Bestimmung in zu untersuchenden Proben wesentlich 
vereinfacht, beschleunigt, parallelisiert, automa- 
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Beschreibung 



fahren zur Herstellung dieser Funktionselemente so- 
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tisiert und pr£zisiert werden. Bei diesen Gen-Chips 
handelt es sich urn miniaturisierte Trager, auf de- 
ren Oberflache Nucleinsauren bekannter Sequenz in 
einem geordneten Raster immobilisiert oder synthe- 
5 tisiert sind. Gen-Chips werden vorzugsweise in der 
klinischen Diagnostik von Infektions-, Krebs- und 
Erbkrankheiten eingesetzt. Die Effizienz solcher 
Gen-Chips bei der Analyse von Proben beruht insbe- 
sondere darauf, dass nur noch minimalisierte Pro- 
10 benvolumina benbtigt werden und die Auswertung mit- 
tels hochempfindlicher Messverf ahren erfolgen kann. 
Unter Verwendung dieser Chips lassen sich daher 
grofie Probenzahlen parallel untersuchen (High 
Throughput Screening) . 

15 Auch Protein-Arrays sind bekannt, bei denen analog 
zu den Gen-Chips Proteine oder Peptide auf bei- 
spielsweise Kunststof fmembranen in einem geordneten 
und bekannten Raster angeordnet sind. Derartige 
Protein-Arrays werden vor allem zur Untersuchung 

20 der wechselseitigen Bindung von Proteinen, zum Bei- 
spiel Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen, zur Identi- 
fizierung intrazellularer Proteinkomplexe, zur Un- 
tersuchung von DNA-Protein- und RNA-Protein- 
Wechselwirkungen oder zur Analyse von Protein- 

25 Antikorper-Interaktionen eingesetzt. Mit Hilfe der 
Protein-Chip-Technologie konnten bereits zahlreiche 
Proteinmarker fdr Krebserkrankungen oder Krankhei- 
ten wie die Alzheimer-Demenz identif iziert werden. 

An einen Trager gebundene biologische Molekule 
30 spielen auch bei der Entwicklung von Biocomputern 
eine wichtige Rolle. Mit dem „Biocomputer" ist ins- 
besondere der Ersatz herkdmmlicher elektronischer 
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Bauelemente wie Transistoren, Dioden, Schalter usw. 
durch Bauelemente verbunden, die zumindest teilwei- 
se aus organischen Materialien bestehen oder diese 
enthalten. Die Verwendung biologischer Molekule als 
5 elektronische Bauelemente verfolgt vor allem das 
Ziel, die Fahigkeiten inf ormationsverarbeitender 
biologischer Systeme, wie beispielsweise Modell- 
und Objekterkennung, Reproduktion und Selbstorgani- 
sation auszunuten. Herkommliche Bauelemente auf Si- 

10 licium-Basis besitzen diese Fahigkeiten nicht. Dazu 
kommt, dass durch die Verwendung biologischer Mole- 
kQle ein Miniaturisierungsgrad elektronischer Bau- 
elemente erreicht werden kann, der sich mit Silici- 
um-Bauelementen nicht annahernd realisieren lasst. 

15 Eine Miniaturisierung der Bauelemente ist mit einer 
erheblichen Verbesserung aller signif ikanten Para- 
meter von Chips wie Integrationsdichte, Verlust- 
leistung, Schaltgeschwindigkeit und Kosten urn GrS- 
flenordnungen verbunden. Die Grenzen der Miniaturi- 

20 sierung sind bei Bauelementen auf Silicium-Basis 
zwar noch nicht erreicht, jedoch bereits absehbar, 
da mit zunehmendem Miniaturisierungsgrad, insbeson- 
dere zunehmender Packungsdichte, Probleme wie War- 
meabfiihrung und unerwunschte elektrische Effekte 

25 auftreten. 

Ein grofier Teil der Forschung in der Bioelektronik 
konzentriert sich heute auf die Verwendung von Pro- 
teinen als Grundstrukturen filr molekulare Bauele- 
mente. Proteine weisen eine hohe Variabilitat in 
30 ihrer Funktion und eine hohe Stabilitat in ihrer 
Struktur auf. Bei der Anwendung von Proteinen wer- 
den die folgenden Strategien verfolgt: Untersuchung 
und Modifizierung der Funktionsmechanismen von Pro- 
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teinen fur Logikoperationen, Ausnutzung der Struk- 
tureigenschaften fur die Anwendung als Tragermole- 
kule fiir andersartige molekulare Bausteine und Nut- 
zung der Struktur- und Funktionseigenschaften von 
5 Proteinen zur technologischen Herstellung molekula- 
rer Schaltkreise. Derzeit werden insbesondere Pho- 
torezeptor-Proteine untersucht, die Licht direkt in 
ein Signal umwandeln konnen. Dieser Prozess umfasst 
die Bildung eines elektrischen Dipols und wird von 

10 einer Farbveranderung des Proteins begleitet. Auf- 
grund diese optoelektrischen Eigenschaf ten lassen 
sich solche Proteine als „smart material" einset- 
zen. Das bislang am besten untersuchte Beispiel ist 
Bakteriorhodopsin, dessen Verwendung in der opti- 

15 schen Inf ormationsverarbeitung als optischer Spei- 
cher angestrebt wird. 

Derartige bioelektronische Bauelemente k6nnen auch 
zusammen mit herkommlichen elektronischen Bauele- 
menten im ^gemischten" Computersystem Verwendung 

20 finden. Die bioelektronischen Bauelemente konnen 
jedoch auch in anderen Technikbereichen eingesetzt 
werden, beispielsweise in der Medizintechnik. Die 
Verwendung biologischer Materialien in der medizi- 
nischen Mess- und Oberwachungstechnik sowie fur 

25 kiinstliche Organtransplantate und Prothesen bietet 
viele entscheidende Vorteile. Beispielsweise wird 
angestrebt, wirkliche Sehhilfen far erblindete Men- 
schen zu entwickeln. So werden derzeit sogenannte 
Retina-Chips entwickelt, die als Implant at im 

30 menschlichen Auge fungieren sollen. 

Bei der Generierung von Sensoren und * Screening- 
systemen in den verschiedenen Bereichen der Analy- 
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tik ist die Strukturierung von Schichten auf Tra- 
gennaterialien von grofier Bedeutung. Fur die Be- 
schichtung von TrSgern aus Metallen, Polymeren, 
Glas, Halbleitern Oder Keramik mit Self -Assembled- 
5 Monoschichten, anderen monomolekularen Belegungen, 
Lacken, Metallfilmen oder Polymerf ilmen sind mehre- 
re Verfahren beschrieben. So ist die Abscheidung 
von nicht-funktionalisierten Partikeln ftir optische 
Anwendungen zur Strukturierung von planaren Ober- 
10 flachen bekannt (Chen, Jiang, Kimerling und Ham- 
mond, Langmuir, 16 (2000), 7825-7834). 

Fan et al. (Nature, 405 (2000), 56-60) beschreiben 
die Erzeugung f unktioneller, hierarchisch organi- 
sierter Strukturen, wobei die Selbstausrichtung von. 

15 Silica-Tensid-Systemen mit schnellen Druckverfah- 
ren, insbesondere der Stift (pen) -Lithographie, dem 
Tintenstrahl-Drucken und dem Tauchbeschichten 
strukturierter SAM-Monolayer kombiniert wird. Das 
beschriebene Verfahren lSsst sich zur Herstellung 

20 von Sensor-Arrays und Fluid- Oder Photonen-Systemen 
einsetzen. Wichtig fur das beschriebene Verfahren 
ist die Verwendung stabiler, homogener Tintengemi- 
sche, die nach Evaporation in einem Self-Assembly- 
Prozess die gewilnschte, organisch modifizierte Si- 

25 lica-Tensid-Mesophase bilden k5nnen. Dazu wird ein 
oligomeres Silica-Sol in Ethanol/Wasser bei einer 
Hydroniumionen-Konzentration hergestellt, die die 
Siloxan-Kondensationsrate minimiert und so die O- 
berflSchen-Selbstausrichtung des Silica-Tensid- 

30 Systems wahrend des Strukturierungsprozesses ermog- 
licht. Mit der Tintenf lUssigkeit wird auf einer O- 
berfl^che ein Muster erzeugt, wobei die bevorzugte 
Evaporation von Ethanol die Anreicherung von Was- 
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ser, Tensid und Silikaten bewirkt, so dass sich ein 
komplexer dreidimensionaler Konzentrationsgradient 
bildet. Bei Oberschreiten der kritischen Micellen- 
Konzentration (c.m.c.) werden Micellen erzeugt, wo- 
5 bei mit fortschreitender Evaporation, insbesondere 
von Wasser, die kontinuierliche Selbstorganisation 
der Micellen zu Silica-Tensid-Kristallen an den 
Flussigkeits-Dampf-Grenzfiachen induziert wird. 
Hydrophobe, Alkohol-lbsliche Molekule konnen nach 

10 Ethanol-Evaporation in dem Netzwerk der resultie- 
renden Mesophase kompartimentiert werden. Unter 
Verwendung des Mikropen-Lithographie-Verf ahrens 
(MPL) kdnnen so Funktionen enthaltende, geordnete 
Nanostrukturen erzeugt werden. Die Erzeugung sol- 

15 cher Strukturen- unter Verwendung funktionalisierba- 
rer Nanopartikel mittels des Mikropen-Lithographie- 
Verf ahrens ist nicht beschrieben. 

Die Beschichtung von TrSgern mit biologischen Mole- 
kttlen, insbesondere die strukturierte Beschichtung, 

20 ist jedoch wesentlich komplizierter . Die Immobili- 
sierung von Biomolekulen an einen Trager erfolgt im 
Allgemeinen durch Adsorption oder kovalente Bin- 
dung. Dabei miissen die Einzelmolektile einerseits in 
hoher Packungsdichte in definierten AbstSnden posi- 

25 tioniert werden. Andererseits mtissen die Molekttle 
so stabilisiert und. so an den Trager gebunden wer- 
den, dass ihre biologische Aktivitat nicht veran- 
dert wird oder verloren geht. So sollte bei der Im- 
mobili sierung von Proteinen die fUr die biologische 

30 Aktivitat erf orderliche dreidimensionale Struktur, 
beispielsweise die dreidimensionale Struktur am ak- 
tiven Zentrum eines Enzyms, nicht verandert werden. 
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Das US-Patent Nr. 5,609,907 beschreibt die Herstel- 
lung makroskopischer Metalloberf lachen unter Ver- 
wendung selbstausrichtender kolloidaler Metallpar- 
tikel. Dabei werden mit Streptavidin markierte Au- 
5 Kolloide auf biotinylierte SAM (self-assembled mo- 
nolayer) -Oberf lachen unstrukturiert aufgebracht. 
Aufgrund der negativen Ladung der Kolloidpartikel 
kommt es zu einer Abstofiung der Partikel unterein- 
ander. Auf diese Weise wird eine Aggregation mehre- 
10 rer Partikel verhindert und die Partikel sind als 
Einzelpartikel mit gleichmaMgem Abstand zueinander 
angeordnet. Unter Verwendung dieses Verfahrens kon- 
nen also keine kontinuierlichen Strukturen, die 
mehrere Partikel umfassen, erzeugt werden. 

15 Die Herstellung adhasiver Templates, insbesondere 
die strukturierte Anordnung von mit Biotin funktio- 
nalisierten Partikeln auf SAM (self -assembled mono- 
layer ) -Oberf lachen, ist von Harnett et al. (Har- 
nett, Satyalakshmi und Craighead, Langmuir, 17 

20 (2001), 178-182) beschrieben. Dabei werden SAM- 
Oberf lachen mittels Elektronenstrahl-Lithographie 
strukturiert und anschliefiend biotinylierte Po- 
lystyrol-Partikel (20 run bis 20 \xm) aufgebracht. 
Bei dem beschriebenen Verfahren wird ein inerter 

25 Monolayer mittels Elektronenstrahl-Lithographie be- 
handelt, wobei Strukturen erzeugt werden. Anschlie- 
Bend werden die behandelten und gesauberten Struk- 
turen mit einem reaktiven Monolayer, an dem Linker- 
molekiile Oder Polystyrol-Partikel mit endstandigen 

30 Biotin-Einheiten selektiv gebunden sind, verfailt. 
Die verwendeten Partikel sind f luoreszierend, kSn- 
nen beispielsweise mit Proteinen f unktionalisiert 
werden und sind insbesondere fur Zelladhasions- 
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Anwendungen geeignet. Der zum Verfiillen (backfil- 
ling) der Strukturen verwendete reaktive Monolayer 
kann anschlieftend wieder entfernt werden, das heifit 
der Vorgang des Verfullens kann ruckgangig gemacht 
5 werden. Das beschriebene Verfahren nutzt dabei ins- 
besondere die Schnelligkeit der Elektronenstrahl- 
Lithographie beim Schreiben von Einzellinien bzw - 
Einzelpunkten aus. 

Auch die Erzeugung adhSsiver Templates durch Be- 

10 handlung von Monolayern mit Amin-Gruppen auf Koh- 
lenstof f-Nanotubes mittels Elektronenstrahl- 
Lithographie und anschliefiendes Verfiillen mit einem 
reaktiven Monolayer ist bekannt (Harnett , Satya- 
lakshmi und Craighead, Appl. Phys . Lett., 76 

15 (2000), 2466-2468). Arbeiten zur Nicht- 
Elektronenstrahl-Lithographie umfassen die Behand- 
lung von Monolayern mittels ^scanned probe"- 
Lithographie (Sugimura und Nakagiri, J. Vac. Sci. 
Technol., 15 (B 1997), 1394-1397; Wadu-Mesthrige et 

20 al., Langmuir, 15 (1999), 8580-8583), das Verfiillen 
von photolithographisch behandelten hydrophoben Mo- 
nolayern mit Aminen zur Erzeugung von DNA-Arrays 
(Brockman, Frutos und Corn, J. Am. Chem. Soc, 121 
(1999), 8044-8051) und das routinemafiige Verfiillen 

25 zur Funktionalisierung unbedruckter Bereiche beim 
Mikrokontaktdruckverfahren. 

Wahrend sich NucleinsSuren wie DNA relativ problem- 
los an Tragern immobilisieren lassen, ist die Situ- 
ation im Falle von Proteinen ungleich komplizier- 
30 ter. Insbesondere gibt es derzeit nur wenige Ver- 
fahren, mit deren Hilfe eine gerichtete Immobili- 
sierung eines Proteins, das heifit insbesondere un- 
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ter Erhalt seiner Funktionalitat, moglich ist. Bei 
den meisten bekannten Verfahren werden Proteine 
primar iiber unspezif ische Wechselwirkungen an einer 
Oberflache gebunden, das heifit, eine gerichtete ko- 
5 valente Bindung erfolgt nicht. 

Bekannt ist die Beschichtung von Oberfiachen mit 
Hydrogelen, die unterschiedliche Funktionalitaten, 
beispielsweise Protein-Funktionen, aufweisen kon- 
nen. Die Beschichtung mit Hydrogelen fahrt zwar im 
10 Vergleich zu planaren OberflSchen zu einer Vergro- 
Berung der Oberflache, gleichzeitig wird aber die 
unspezif ische Fixierung der Funktionalitaten ver- 
starkt. 

Der vorliegenden Erf indung liegt das technische 
15 Problem zugrunde, Mittel und Verfahren zur Erzeu- 
gung von miniaturisierten TrSgersystemen mit daran 
immobilisierten biologischen Molekiilen, beispiels- 
weise von Gen-Chips und Protein-Chips, zu entwi- 
ckeln, bei denen die im Stand der Technik bekannten 
20 Nachteile beseitigt sind und bei denen die Biomole- 
kule insbesondere unter Erhalt ihrer biologischen 
Aktivitat in hoher Packungsdichte an einem Trfiger 
immobilisiert sind oder immobilisiert werden konnen 
und die zur Verwendung in unterschiedlichsten 
25 Screening- und Analytiksystemen, beispielsweise in 
der medizinischen Mess- und Dberwachungs technik, 
und in Biocomputern geeignet sind. 

Die vorliegende Erfindung lost das ihr zugrunde 
liegende technische Problem durch die Bereitstel- 
30 lung eines Funktionselementes, umfassend einen TrS- 
ger mit einer Oberflache und mindestens eine auf 
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der Trageroberf lache angeordnete Mikrostruktur, wo- 
bei die Mikrostruktur aus Einzelkomponenten in Form 
von Nanopartikeln besteht, die die Adressierbarkeit 
der Mikrostruktur ermdglichende molekulspezif ische 
5 Erkennungsstellen aufweisen. 

Die vorliegende Erfindung stellt also ein Funkti- 
onselement bereit, auf dessen Oberflache ein oder 
mehrere Mikrostrukturen angeordnet sind, wobei jede 
Mikrostruktur aus mehreren Nanopartikeln mit iden- 

10 tischen oder nicht-identischen molekulspezif ischen 
Erkennungsstellen besteht. Die Mikrostrukturen der 
Funktionselemente kbnnen Biof unktionen aufweisen 
beziehungsweise damit versehen werden. Das heifit, 
die molekulspezifischen Erkennungsstellen der die 

15 Mikrostruktur bildenden Nanopartikel konnen ent- 
sprechende Molekule, insbesondere organische Mole- 
kule mit einer biologischen Funktion oder Aktivi- 
tat, erkennen und diese binden. Bei diesen Molekti- 

len_ _ kann es sich beispielsweise um Nucleinsauren 

20 oder Proteine handeln. An die Molektile, die an die 
molekulspezif ischen Erkennungsstellen der Nanopar- 
tikel gebunden sind, konnen dann andere Molekttle 
gebunden werden, beispielsweise zu analysierende 
Molekule einer Probe. Im Unterschied zu im Stand 

25 der Technik bekannten Systemen, beispielsweise her- 
kSmmlichen Gen- oder Protein-Arrays, sieht die vor- 
liegende Erfindung also vor, biologische MolekUle 
nicht direkt an eine planare Oberflache zu binden, 
sondern an Nanopartikeloberf lachen zu iirariobilisie- 

30 ren, die vor oder nach der Immobilisierung zur Bil- 
dung einer Mikrostruktur eingesetzt werden. 
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Die erf indungsgema&en Funktionselemente, die nano- 
partikulSre Systeme mit molekiilspezif ischen Erken- 
nungssequenzen zur Bindung biologischer Molekille 
umfassen, bieten gegenuber herkommlichen Systemen, 
beispielsweise solchen, bei denen die biologischen 
Molekiile direkt am TrSger immobilisiert sind, meh- 
rere entscheidende Vorteile. 

Die erfindungsgemafi eingesetzten Nanopartikel stel- 
len aufierst flexible und inerte Systeme dar. Sie 
konnen beispielsweise aus den verschiedensten Ker- 
nen bestehen, zum Beispiel organischen Polymeren 
oder anorganischen Materialien. Dabei bieten anor- 
ganische Nanopartikel wie Silica-Partikel den Vor- 
teil, dass sie chemisch ausgesprochen inert und me- 
chanisch stabil. sind. Wahrend Surf mere und moleku- 
lar gepragte Polymere weiche Kerne besitzen, zeigen 
Nanopartikel mit Silica- oder Eisenkernen in L6- 
sungsmitteln keine Quellung. Nicht-quellbare Parti- 
kel verandern ihre Morphologie nicht, auch wenn sie 
mehrmals uber langere Zeit in Losungsmitteln sus- 
pendiert werden. Erf indungsgemafce Funktionselemen- 
te, die nicht-quellbare Partikel umfassen, kdnnen 
daher problemlos in Analyse- oder Mikrostrukturie- 
rungsverf ahren eingesetzt werden, die die Verwen- 
dung von Losungsmitteln erfordern, ohne dass der 
Zustand der Nanopartikel oder der immobilisierten 
biologischen Molekiile nachteilig beeinflusst wird. 
Funktionselemente, die solche Nanopartikel enthal- 
ten, las sen sich daher auch zur Aufreinigung der zu 
immobilisierenden biologischen Molekiile aus komple- 
xen Substanzgemischen, die nicht-erwiinschte Sub- 
stanzen wie Detergenzien oder Salze enthalten, ver- 
wenden, wobei die zu immobilisierenden Molekiile ii- 



12 



ber beliebig lange Waschprozesse hinweg optimal aus 
solchen Substanzgemischen abgetrennt werden konnen. 
Andererseits kbnnen sich superparamagnetische oder 
ferromagnetische Nanopartikel mit einem Eisenoxid- 
Kern in einem Magnetfeld entlang der Feldlinien an- 
ordnen. Diese Eigenschaft von Eisenoxid- 
Nanopartikeln lasst sich benutzen, urn direkt Mikro- 
strukturen, insbesondere nanoskopische Leiterbahnen 
auf zubauen . 

Die erf indungsgemSfien Funktibnselemente lassen sich 
zur Immobilisierung unterschiedlichster biologi- 
scher MolekUle verwenden, wobei deren biologische 
Aktivitat erhalten bleibt. Die zur Bildung der Mik- 
rostrukturen verwendeten Nanopartikel weisen mole- 
kiilspezif ische Erkennungsstellen, insbesondere 
funktionelle chemische Gruppen auf, die das zu im- 
mobilisierende fdolekiil so binden konnen, dass die 
ftir die biologische Aktivitat erf orderlichen Mole- 
kaibereiche in einem dem nativen Molekiilzustand 
entsprechenden Zustand vorliegen. In Abhangigkeit 
von den auf der Nanopartikel-Oberf 13che vorhandenen 
funktionellen Gruppen konnen die Biomolekiile je 
nach Bedarf kovalent und/oder nicht-kovalent an den 
Nanopartikein gebunden sein. Die Nanopartikel k6n- 
nen unterschiedliche funktionelle Gruppen aufwei- 
sen, so dass sich entweder unterschiedliche Biomo- 
lekiile oder Biomolekiile mit unterschiedlichen funk- 
tionellen Gruppen mit bevorzugter Ausrichtung immo- 
bilisieren lassen. Die Biomolekiile k6nnen sowohl 
ungerichtet als auch gerichtet an den Nanopartikein 
immobilisiert werden, wobei nahezu jede gewiinschte 
Ausrichtung der Biomolekiile m6glich ist. Durch die 
Immobilisierung der Biomolekiile an den Nanoparti- 
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keln wird auch eine Stabilisierung der Biomolektile 
erreicht . 

Die zur Bildung der Mikrostrukturen verwendeten Na- 
nopartikel besitzen ein vergleichsweise sehr grofies 
5 Oberfiache-Volumen-Verhaltnis und konnen dement- 
sprechend eine grofle Menge eines biologischen Mole- 
kuls pro Masse binden. Im Vergleich zu Systemen, 
bei denen biologische Molekiile direkt an einem pla- 
naren TrSger gebunden sind, kann ein Funktionsele- 

10 ment somit pro Flacheneinheit eine erheblich grofie- 
re Menge der biologischen Molekiile binden. Die Men- 
ge der pro Flacheneinheit gebundenen Molekulmenge, 
das heifit die Packungsdichte, kann noch dadurch ge- 
steigert werden, dass zur Erzeugung der Mikrostruk- 

15 tur auf der Trageroberf ISche mehrere Parti kel-Lagen 
iibereinander geschichtet werden. Eine weitere Erho- 
hung der pro Flacheneinheit gebundenen Menge 
biologischer Molekiile kann dadurch erreicht werden, 
dass die Nanopartikel zunSchst mit Hydrogelen und 

20 dann mit biologischen Molekttlen beschichtet werden. 

Die erf indungsgemaft verwendeten Nanopartikel besit- 
zen einen Durchmesser von 5 nm bis 500 run. Unter 
Verwendung solcher Nanopartikel lassen sich daher 
Funktionselemente herstellen, die sehr kleine Mik- 

25 rostrukturen beliebiger Form im Nanometer- bis Mik- 
rometerbereich aufweisen. Die Verwendung der Nano- 
partikel zur Erzeugung der Mikrostrukturen erlaubt 
daher eine bislang nicht erreichte Miniaturisierung 
der Funktionselemente, die mit erheblichen Verbes- 

30 serungen signif ikanter Parameter der Funktionsele- 
mente einhergeht. 
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Die erf indungsgemaft verwendeten Nanopartikel zeigen 
auf den Materialien, die zur Herstellung der TrSger 
beziehungsweise Trageroberf lachen verwendet werden, 
eine sehr guten Haftung. Die Partikel konnen da- 
5 durch problemlos fur eine Vielzahl von Tr^gersyste- 
men und somit fur eine Vielzahl unterschiedlicher 
Funktionselemente mit unterschiedlichsten Anwen- 
dungsgebereichen verwendet werden. Die unter Ver- 
wendung der Nanopartikel gebildeten Mikrostrukturen 
10 sind sehr homogen, was zu einer ortsunabhangigen 
Signalintensitat f Qhrt . 

Die erf indungsgemaften Funktionselemente konnen auf 
ihrer Trageroberf 13che unterschiedliche Mikrostruk- 
turen aufweisen, die aus unterschiedlichen Nanopar- 

15 tikeln mit unterschiedlichen molekulspezif ischen 
Erkennungsstellen bestehen. Dementsprechend konnen 
diese unterschiedlichen Mikrostrukturen auch mit 
unterschiedlichen Biofunktionen belegt werden. Die 
Funktionselemente konnen also nebeneinander- Mikro- 

20 strukturen enthalten, die unterschiedliche biologi- 
schen Molektilen enthalten beziehungsweise damit 
versehen werden konnen. Ein Fun kt ions element kann 
daher beispielsweise mehrere unterschiedliche Pro- 
teine oder mehrere unterschiedliche Nucleinsauren 

25 oder gleichzeitig Proteine und Nucleinsauren ent- 
halten. 

Die erf indungsgema&en Funktionselemente lassen sich 
auf einfache Weise unter Verwendung bekannter Ver- 
fahren herstellen. Beispielsweise lassen sich unter 
30 Verwendung geeigneter Suspendiermittel aus Nanopar- 
tikeln sehr einfach stabile Suspensionen erzeugen. 
Nanopartikel-Suspensionen verhalten sich wie Losun- 
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gen und sind dadurch kompatibel mit Mikrostruktu- 
rierungsverf ahren - Nanopartikelsuspensionen konnen 
daher direkt, beispielsweise unter Verwendung her- 
kommlicher Verf ahren wie Nadel-Ring-Printer, litho- 
5 graphischer Verfahren Tintenstrahl verf ahren 

und/oder Mikrokontaktverf ahren, strukturiert auf 
geeignete Tr&ger abgeschieden werden, die zuvor mit 
einem Verbindungsmittel zur festen Anhaftung der 
Nanopartikel vorbehandelt wurden. Durch eine geeig- 

10 nete Wahl des Verbindungsmittels kann die gebildete 
Mikrostruktur so ausgebildet werden, . dass sie zu 
einem spateren Zeitpunkt teilweise oder vollstandig 
von der Trageroberf lache des Funktionselementes, 
beispielsweise durch Anderung des pH-Wertes oder 

15 der Temperatur, gelSst und gegebenenf alls auf die 
Trageroberf lache eines ander.en Funktionselementes 
ubertragen werden kann. 

Die erf indungsgemaften Funktionselemente konnen in 
unterschiedlichster Form ausgefiihrt sein und lassen 

20 sich daher auch in sehr unterschiedlichen Bereichen 
einsetzen. Beispielsweise kann es sich bei den er- 
f indungsgemafien Funktionselementen urn Biochips, 
beispielsweise Gen- oder Protein-Arrays, handeln, 
die in der medizinischen Analyse oder Diagnostik 

25 eingesetzt werden. Die erf indungsgemSBen Funktions- 
elemente lassen sich aber auch als Elektronikbau- 
stein, beispielsweise als molekularer Schaltkreis, 
in der medizinischen Mess- und Oberwachungstechnik 
oder in einem Biocomputer verwenden. 

30 Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird 
unter einem „Funktionselement" ein Element verstan- 
den, das entweder allein oder als Bestandteil einer 
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komplexeren Vorrichtung, das hei&t im Zusammenhang 
mit weiteren ahnlichen oder anders gearteten Funk- 
tionselementen, mindestens eine definierte Funktion 
ausiibt. Ein Fun kt ions element umfasst mehrere Be- 
5 standteile, die aus gleichen oder unterschiedlichen 
Materialien bestehen konnen. Die einzelnen Bestand- 
teile eines Funktionselementes k5nnen innerhalb ei- 
nes Funktionselementes unterschiedliche Funktionen 
austiben und k6nnen in unterschiedlichem Mafte oder 

10 in unterschiedlicher Art und Weise zur Gesamtfunk- 
tion des Elementes beitragen. In der vorliegenden 
Erfindung umfasst ein Fun kt ions element einen Trager 
mit einer Trageroberf lache, auf der (ein) definier- 
te Schicht(en) von Nanopartikeln als Mikrostruk- 

15 tur(en) angeordnet ist/sind, wobei die Nanopartikel 
mit biologischen Funktionen, beispielsweise biolo- 
gischen Molekiilen wie Nucleinsauren, Proteinen 
und/oder PNA-Molekiilen versehen sind und/oder ver- 
sehen werden kSnnen. 

20 Unter einem „Trager" wird derjenige Bestandteil des 
Funktionselementes verstanden, der hauptsachlich 
das Volumen und die aufiere Gestalt des Funktions- 
elementes bestimmt. Der Begriff „Trager" bedeutet 
insbesondere eine feste Matrix. Der Trager kann ei- 

25 ne beliebige Grolie und eine beliebige Form aufwei- 
sen, beispielsweise die einer Kugel, eines Zylin- 
ders, einer Stange, eines Drahtes, einer Platte o- 
der einer Folie. Der Trager kann sowohl ein Hohl- 
korper als auch ein Vollkorper sein. Mit einem 

30 Vollkorper ist insbesondere ein Korper gemeint, der 
im Wesentlichen keine Hohlraume aufweist und voll- 
standig aus einem Material oder einer Material- 
Kombination bestehen kann. Der VollkSrper kann auch 
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aus einer Schichtabf olge gleicher oder unterschied- 
licher Materialien bestehen. 

Erfindungsgemafi besteht der Trager des Funktions- 
elementes, insbesondere die Trager-Oberf lache, aus 
5 einem Metall, einem Metalloxid, einem Polymer, 
Glas, einem Halbleitermaterial oder Keramik. Im Zu- 
sammenhang mit der Erfindung bedeutet dies, dass 
entweder der Trager vollstandig aus einem der vor- 
stehend genannten Materialien besteht oder dieses 

10 im Wesentlichen enthalt oder vollstandig aus einer 
Kombination dieser Materialien besteht oder diese 
im Wesentlichen enthalt oder dass die Oberflache 
des Tragers vollstandig aus einem der vorstehend 
genannten Materialien besteht oder diese im Wesent- 

15 lichen enthalt oder vollstandig aus einer Kombina- 
tion dieser Materialien besteht oder diese im We- 
sentlichen enthalt. Der Trager oder seine Oberfla- 
che besteht dabei zumindest zu etwa 60%, vorzugs- 
w.eise zu etwa 70%, bevorzugter zu etwa 80% und am 

20 bevorzugtesten zu etwa 100% aus einem der vorste- 
hend genannten Materialien oder einer Kombination 
solcher Materialien. 

In bevorzugter Ausf iihrungsf orm besteht der Trager 
des Funktionselementes aus Materialien, wie trans- 

25 parent em Glas, Siliciumdioxid, Metallen, Metalloxi- 
den, Polymeren und Copolymeren von Dextranen oder 
Amiden, beispielsweise Acrylamid-Derivaten, Cellu- 
lose, Nylon, oder polymeren Materialien, wie Polye- 
thylenterephthalat, Celluloseacetat , Polystyrol o- 

30 der Polymethylmethacrylat oder einem Polycarbonat 
von Bisphenol A. 
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Erf indungsgemafl ist vorgesehen f class die Oberflache 
des Funktionselement-Tragers planar oder auch vor- 
strukturiert ist, beispielsweise Zu- und Ableitun- 
gen enthalt. Erf indungsgerticlfc ist ebenfalls vorgese- 
5 hen, dass die von der Mikrostruktur nicht abgedeck- 
ten Flachenabschnitte der Oberflache des Tragers 
Funktionalitaten beziehungsweise chemische Verbin- 
dungen enthalten, die eine unspezif ische Anlagerung 
von Biomolektilen an diese Flachenabschnitte verhin- 
10 dern. Dabei handelt es sich insbesondere urn eine 
Ethylenoxid-Schicht . 

In bevorzugter Ausfuhrungsf orm der Erfindung ist 
vorgesehen, dass zwischen der Tr^geroberf lache und 
der Mikrostruktur mindestens eine Schicht eines 

15 Verbindungsmittels angeordnet ist. Das Verbindungs- 
mittel dient zur festen Bindung der Nanopartikel an 
der Trageroberf lache des Funktionselementes . Die 
Auswahl des Verbindungsmittels richtet sich nach 
der Oberflache des TrSgermaterials und den zu bin- 

20 denden Nanopartikeln. Bei dem Verbindungsmittel 
handelt es sich vorzugsweise um geladene oder unge- 
ladene Polymere. Bei dem Polymer kann es sich auch 
um ein Hydrogel handeln. Bei dem Verbindungsmittel 
kann es sich auch um eine Plasmaschicht mit gelade- 

25 nen Gruppen, wie einen Polyelektrolyten, oder eine 
Plasmaschicht mit chemisch reaktiven Gruppen han- 
deln. Das Verbindungsmittel kann auch einen Self- 
Assembled-Monolayer auf Silan- oder Thiol-Basis 
sein. Erf indungsgemafc ist vorgesehen, dass die Ver- 

30 bindungsmittelschicht aus mindestens einer Schicht 
eines Verbindungsmittels besteht. Die Verbindungs- 
mittelschicht kann jedoch auch aus mehreren Schich- 
ten unterschiedlicher Verbindungsmittel bestehen, 



• 



WO 03/056336 PCT/EP02/14769 

19 



beispielsweise aus einer anionischen Plasma-Schicht 
und einer kationischen Polymerschicht oder aus meh- 
reren Polymers chichten, die abwechselnd anionisch 
und kationisch sind. 

5 Eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsf orm der Erfin- 
dung betrifft Verbindungsmittel, deren Eigenschaf- 
ten, beispielsweise ihre Kohasionseigenschaften, 
durch einen aufieren Stimulus verandert werden kon- 
nen und die daher von aufien schaltbar sind. Bei- 

10 spielsweise konnen die Kohasionseigenschaften des 
Verbindungsmittel durch Anderung des pH-Wertes, der 
Ionenkonzentration und/oder der Temperatur soweit 
vermindert werden, dass die unter Verwendung des 
Verbindungsmittels an der Trageroberf lache des 

15 Funktionselementes gebundenen Mikrostrukturen abge~* 
lost und gegebenenfalls auf die Trageroberf lache 
eines anderen Funktionselementes ubertragen werden 
konnen . 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsf orm der 
20 Erfindung ist vorgesehen f dass der Trager, insbe- 
sondere die Trageroberf lache, vor dem Aufbringen 
der Verbindungsschichten und Mikrostrukturen mit 
einem Oberf lachen-aktivierenden Mittel vorbehandelt 
wird, urn die Bindung der auf zutragenden Verbin- 
25 dungsschichten und Mikrostrukturen am Trager bezie- 
hungsweise an dessen Oberflciche zu verbessern. Die 
Oberfiachen des TrSgers konnen beispielsweise mit- 
tels chemischer Verfahren, beispielsweise unter 
Verwendung von Primern oder einer Saure beziehungs- 
30 weise einer Base, aktiviert werden. Die Oberf la- 
chenaktivierung kann auch unter Verwendung eines 
Plasmas erfolgen. Die Oberf lachenaktivierung kann 
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auch das Aufbringen eines Self-Assembled-Monolayers 
umf assen. 

Unter einer „Mikrostruktur" werden Strukturen im 
Bereich einzelner Mikrometer oder Nanometer ver- 
5 standen. Insbesondere im Zusammenhang mit der vor- 
liegenden Erfindung wird unter „Mikrostruktur" eine 
Struktur verstanden, die aus mindestens zwei Ein- 
zelkomponenten in Form von Nanopartikeln mit mole- 
kttlspezifischen Erkennungsstellen besteht und auf 

10 der Oberflache eines Tragers angeordnet ist, wobei • 
ein bestimmter Fl&chenabschnitt der Oberflache des 
Tragers abgedeckt wird, der eine definierte Form 
und einen definierten Flacheninhalt aufweist und 
der kleiner als die Trager-Oberf lache ist. Erfin- 

15 dungsgemaii ist insbesondere vorgesehen, dass min- ' 
destens einer der Flachen-LSngen- Parameter, der den 
durch die Mikrostruktur abgedeckten Fiachenab- 
schnitt bestimmt, im Mikrometerbereich liegt. Weist 
die. Mikrostruktur beispielsweise die Form eines 

20 Kreises auf, liegt der Durchmesser des Kreises im 
Mikrometerbereich. Ist die Mikrostruktur als Recht- 
eck ausgeftihrt, liegt beispielsweise die Breite 
dieses Rechteckes im Mikrometerbereich. Erfindungs- 
gemafl ist insbesondere vorgesehen, dass der mindes- 

25 tens eine Flachen-Langen-Parameter, der den von der 
Mikrostruktur abgedeckten Flachenabschnitt be- 
stimmt, kleiner als 1 mm ist. Da die Mikrostruktur 
erf indungsgemafi aus mindestens zwei Nanopartikeln 
besteht, liegt die untere Grenze dieses Fiachen- 

30 Langenparameters bei 10 nm. 

Der von der erf indungsgemafien Mikrostruktur abge- 
deckte Flachenabschnitt kann eine beliebige geomet- 
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rische Form aufweisen, beispielsweise die eines 
Kreises, einer Ellipse, eines Quadrates, eines 
Rechteckes oder einer Linie. Die Mikrostruktur kann 
aber auch aus mehreren regelmaMgen und/oder unre- 
gelmafiigen geometrischen Formen zusammengesetzt 
sein. Handelt es sich bei dem erf indungsgemafcen 
Funktionselement beispielsweise urn einen Gen-Chip 
oder ein Protein-Array, so weist die Mikrostruktur 
vorzugsweise eine kreis- oder ellipsenShnliche Form 
auf. Handelt es sich bei dem erf indungsgemSften 
Funktionselement urn einen Elektronikbaustein zur 
Verwendung in einem Biocomputer, kann die Mikro- 
struktur auch eine Schaltkreis-ahnliche Form auf- 
weisen. Erf indungsgemSB ist auch vorgesehen, dass 
auf der Trageroberf lache eines Funktionselementes 
mehrere Mikrostrukturen gleicher oder unterschied- 
licher Form mit einem Abstand zueinander angeordnet « 
sind. 

Erf indungsgemaft ist vorgesehen, dass die Mikro- 
strukturen beispielsweise unter Verwendung eines 
Nadel-Ring-Printers per Ring/Pin mittels lithogra- 
fischer Verfahren, wie Photolithographie oder 
Mikropen-Lithographie, Tintenstrahltechniken oder 
Mikrokontaktdruckverf ahren auf die Oberflache des 
Funktionselement-TrSgers aufgetragen werden. Die 
Auswahl des Verfahrens, mit dessen Hilfe die Mikro- 
struktur beziehungsweise Mikrostrukturen auf die 
Oberflache des Funktionselementes aufgebracht wer- 
den, richtet sich nach der Oberflache des Tragerma- 
terials, den Nanopartikeln, die die Mikrostruktur 
bilden sollen, und der spSteren Anwendung des Funk- 
tionselementes . 
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Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird 
unter einem „Nanopartikel" eine partikulare Binde- 
matrix verstanden, die erste funktionelle chemische 
Gruppen umf assende molekiilspezif ische Erkennungs- 
5 stellen aufweist. Die erf indungsgemaii verwendeten 
Nanopartikel umfassen einen Kern mit einer Oberfla- 
che, auf der die ersten f unktionellen Gruppen ange- 
ordnet sind, die in der Lage sind, komplementare 
zweite funktionelle Gruppen eines Biomolekuls kova- 

10 lent Oder nicht-kovalent zu binden. Durch Wechsel- 
wirkung zwischen den ersten und zweiten funktionel- 
len Gruppen ist das Biomolekiil an dem Nanopartikel 
und damit an der Mikrostruktur des Funktionselemen- 
tes immobilisiert und/oder kann daran immobilisiert 

15 werden. Die erf indungsgemafc zur Bildung der Mikro- 
strukturen verwendeten Nanopartikel weisen eine 
Grofie von kleiner 500 nm, vorzugsweise kleiner 150 
nm auf. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung be- 
20 deutet „adressierbar" , dass die Mikrostruktur nach 
dem Auftragen der Nanopartikel auf die Tragerober- 
flache wieder auffindbar und/oder nachweisbar ist. 
Wird die Mikrostruktur beispielsweise unter Verwen- 
dung einer Maske oder eines Stempels auf die Tra- 
25 geroberf ISche aufgetragen, resultiert die Adresse 
der Mikrostruktur einerseits aus den Koordinaten x 
und y des von der Maske oder dem Stempel vorgegebe- 
nen Bereiches der Trageroberf lache, auf den die 
Mikrostruktur aufgetragen wird. Andererseits resul- 
30 tiert die Adresse der Mikrostruktur aus den mole- 
kiilspezif ischen Erkennungsstellen auf der Oberfla- 
che der Nanopartikel, die ein Wiederauf f inden be- 
ziehungsweise einen Nachweis der Mikrostruktur er- 
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lauben. Wenn die Mikrostruktur biof unktionalisier- 
bar ist, das heiftt Nanopartikel mit molekiilspezif i- 
schen Erkennungsstellen umfasst, an die keine Bio- 
molekule gebunden sind, kann die Mikrostruktur da- 
5 durch wieder aufgefunden und/oder nachgewiesen wer- 
den, dass ein Oder mehrere Biomolekule spezifisch 
an die molekiilspezif ischen Erkennungsstellen der 
die Mikrostruktur bildenden Nanopartikel binden, 
nicht jedoch an die FlSchenabschnitte der Trager- 

10 oberflache, die nicht von der Mikrostruktur abge- 
deckt sind. Wenn das immobilisierte Molekttl bei- 
spielsweise mit Detektionsmarkern wie Fluorophoren, 
Spin-Labeln, Goldpartikeln, radioaktiven Markern 
etc., markiert ist, kann der Nachweis der Mikro- 

15 struktur unter Verwendung entsprechend geeigneter 
Nachweisverf ahren erfolgen. Wenn die Mikrostruktur 
biofunktionalisiert ist, das heiflt Nanopartikel um- 
fasst, an deren molekiilspezif ische Erkennungsstel- 
len bereits ein oder mehrere Biomolekule gebunden 
.20 - sind, bedeutet „addressierbar M , dass diese Biomole- 
kule durch Wechselwirkung mit komplementaren Struk- 
turen weiterer Molekale oder mittels messtechni- 
scher Verfahren aufgefunden und/oder nachgewiesen 
werden konnen, wobei nur die aus Nanopartikeln be- 

25 stehende Mikrostruktur entsprechende Signale zeigt, 
nicht jedoch die Fiachenabschnitte der TrSgerober- 
flache, die nicht von der Mikrostruktur abgedeckt 
sind. Als Nachweisverf ahren kann beispielsweise die 
Matrix-unterstutzte Laser-Desorptions/Ionisations- 

30 Flugzeit-Massenspektrometrie (MALDI-TOF-MS) einge- 
setzt werden, die sich zu einem wichtigen Verfahren 
zur Analyse von unterschiedlichsten Substanzen, 
insbesondere Proteinen, entwickelt hat. Weitere 
Nachweisverf ahren sind Wellenleiterspektroskopie, 
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Fluoreszenz, Impedanzspektroskopie, radiometrische 
und elektrische Verfahren. 

Erf indungsgemafi ist vorgesehen, dass das biologi- 
sche Molekiil unter Erhalt seiner biologischen Akti- 
5 vitat an der Oberflache der die Mikrostruktur bil- 
denden Nanopartikel gebunden oder immobilisiert ist 
oder gebunden oder immobilisiert werden kann, wobei 
das Molekiil vorzugsweise gerichtet gebunden ist o- 
der wird. Unter der biologischen Aktivitat eines 

10 Molekttls werden alle Funktionen verstanden, die 
dieses in einem Organismus in seiner natiirlichen 
zelluiaren Umgebung austibt. Wenn das Molekul ein 
Protein ist, kann es sich um spezifische katalyti- 
sche oder enzymatische Funktionen, Funktionen in 

15 der Immunabwehr , Transport- und Speicherf unktion, 
Regulationsfunktion, Transkriptions- und Translati- 
onsfunktionen und ahnliche handeln. Handelt es sich 
bei dem Molekiil um eine NucleinsSure, kann die bio- 

logische Funktion beispielsweise in der Codierung 

20 eines Genproduktes bestehen oder darin, dass die 
Nucleinsaure als Matrize zur Synthese weiterer Nuc- 
leinsauremolekiile oder als Bindungsmotiv ftlr regu- 
latorische Proteine verwendbar ist. „Beibehaltung 
der biologischen Aktivitat^ bedeutet, dass ein bio- 

25 logisches Molekul nach Immobilisierung an der Ober- 
flache eines Nanopartikels die gleichen oder nahezu 
gleichen biologischen Funktionen in zumindest 3hn- 
lichem Ausmafc ausOben kann wie das gleiche Molekul 
in nicht-immobilisiertem Zustand unter geeigneten 

30 in vitro-Bedingungen beziehungsweise das gleiche 
Molekul in seiner natiirlichen zellulSren Umgebung. 
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Im Zusairanenhang mit der vorliegenden Erfindung be- 
deutet der Begriff „gerichtet immobilisiert" oder 
„gerichtete Immobilisierung x> , dass ein Molekiil an 
definierten Positioner! innerhalb des Molektils so an 
5 den molekulspezif ischen Erkennungssequenzen eines 
Nanopartikel gebunden wird beziehungsweise ist, 
dass beispielsweise die dreidimensionale Struktur 
der fur die biologische Aktivitat erf orderlichen 
Domane (n) gegeniiber dem nicht-immobilisierten Zu- 
10 stand nicht verandert ist und dass diese Domane (n) , 
beispielsweise Bindungstaschen fur zellulare Reak- 
tionspartner, bei Kontakt mit anderen nativen zel- 
lularen Reaktionspartnern ftir diese frei zugSnglich 
ist/sind. 

15 „Gerichtet immobilisiert" bedeutet auch, dass bei 
der Immobilisierung einer Molekulspezies alle oder 
nahezu alle individuellen Molekiile, mindestens je~ 
doch mehr als 80%, vorzugsweise mehr als 85% aller 
Molekule auf der Oberfiache der die Mikrostruktur 

20 bildenden Nanopartikel eine identische oder nahezu 
identische Ausrichtung reproduzierbar einnehmen. 

Erf indungsgemaft ist vorgesehen, dass das an der 
Mikrostruktur des erfindungsgem&fien Funktionsele- 
mentes inimobilisierte oder immobilisierbare biolo- 
25 gische Molekiil insbesondere eine Nucleinsaure, ein 
Protein, ein PNA-Molektil, ein Fragment davon oder 
ein Gemisch davon ist. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird 
unter einer Nucleinsaure ein Molekiil verstanden, 
30 das aus mindestens zwei uber eine Phosphodiester- 
bindung verbundenen Nucleotiden besteht . Bei Nuc- 
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leinsSuren kann es sich sowohl urn eine Desoxyribo- 
nucleinsaure als auch eine Ribonucleinsaure han- 
deln. Die Nucleinsaure kann sowohl einstrSngig als 
auch zweistrangig vorliegen. Im Kontext der vorlie- 
5 genden Erfindung kann eine Nucleinsaure also auch 
ein Oligonucleotid sein. Die an der Mikrostruktur 
des erfindungsgemafien Funktionselementes gebundene 
Nucleinsaure weist vorzugsweise eine Lange von min- 
destens 10 Basen auf . Eine Nucleinsaure kann nattir- 

10 lichen oder synthetischen Ursprungs sein. Die Nuc- 
leinsaure kann durch gentechnische Verfahren gegen- 
ttber der Wildtyp-NucleinsSure modifiziert sein 
und/oder unnaturliche und/oder ungewohnliche Nuc- 
leinsaurebausteine enthalten. Die Nucleinsaure kann 

15 mit Molekiilen anderer Art, beispielsweise mit Pro- 
teinen, verbunden sein. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird 
unter einem protein" ein Molekiil verstanden, das 
mindestens zwei uber eine Amidbindung miteinander 

20 verbundene Aminosauren umfasst. Im Kontext der vor- 
liegenden Erfindung kann ein Protein also auch ein 
Peptid f zum Beispiel ein Oligopeptide ein Polypep- 
tid oder zum Beispiel eine Protein-Domane sein. Ein 
derartiges Protein kann natiirlichen oder syntheti- 

25 schen Ursprungs sein. Das Protein kann durch gen- 
technische Verfahren gegenuber dem Wildtyp-Protein 
modifiziert sein und/oder unnattirliche und/oder un- 
gewohnliche Aminosauren enthalten. Das Protein kann 
gegeniiber der Wildtyp-Form derivatisiert sein, bei- 

30 spielsweise Glykosylierungen aufweisen, es kann 
verkurzt sein, es kann mit anderen Proteinen fusio- 
niert sein oder mit Molekiilen anderer Art, bei- 
spielsweise mit Kohlenhydraten, verbunden sein. Er- 
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f indungsgemafi kann ein Protein insbesondere ein En- 
zym, ein Rezeptor, ein Cytokin, ein Antigen oder 
ein Antikorper sein. 

„Antikorper" bedeutet ein Polypeptid, das im we- 
5 sentlichen von einem oder mehreren Immunglobulin- 
Genen codiert wird, oder Fragmente davon, das /die 
einen Analyten (Antigen) spezifisch bindet/binden 
und erkennt/erkennen. Antikorper kommen beispiels- 
weise als intakte Immunglobuline oder als eine Rei- 

10 he von Fragment en vor, die mittels Spaltung mit 
verschiedenen Peptidasen erzeugt werden. „Antik6r- 
per" bedeutet auch modif izierte Antikorper (z.B. 
oligomere, reduzierte, oxidierte und markierte An- 
tikorper) . „Antikorper" umfasst auch Antikorper- . 

15 Fragmente, die entweder mittels Modifikation ganzer . 
Antikorper oder mittels de novo-Synthese unter Ver- *- 
wendung von DNA-Rekombinationstechniken erzeugt 
worden sind. Der Begriff „Antik6rper" umfafit sowohl 
. .. intakte Molekule als auch Fragmente davon, wie Fab, 

20 F{ab') 2 und Fv, die die Epitop-Determinante binden 
k5nnen • 

Bei PNA (Peptide Nucleic Acid oder Polyamide Nuc- 
leic Acid) -Molekulen handelt es sich um Molekule, 
die nicht negativ geladen sind und in gleicher Wei- 

25 se wie DNA wirken (Nielsen et al., 1991, Science, 
254, 1497-1500; Nielsen et al . , 1997, Biochemistry, 
36, 5072-5077; Weiler et al., 1997, Nuc. Acids 
Res., 25, 2792-2799). PNA-Sequenzen umfassen ein 
Polyamid-Grundgerust aus N- (2-Aminoethyl) -glycin- 

30 Einheiten und besitzen keine Glucose-Einheiten und 
keine Phosphat-Gruppen. 
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Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wer- 
den unter „molekulspezif ischen Erkennungsstellen^ 
Bereiche des Nanopartikels verstanden r die eine 
spezifische Wechselwirkung zwischen dem Nanoparti- 
5 kel und biologischen Molektilen als Zielmolekiilen 
ermoglichen. Die Wechselwirkung kann auf gerichte- 
ter attraktiver Wechselwirkung zwischen einem oder 
mehreren Paaren aus ersten funktionellen Gruppen 
des Nanopartikels und die ersten funktionellen 

10 Gruppen bindenden, komplementaren zweiten funktio- 
nellen Gruppen der Zielmolekule> also der biologi- 
schen Molektile, beruhen. Einzelne interagierende 
Paare f unktioneller Gruppen zwischen Nanopartikel 
und biologischem Molekul sind jeweils rSumlich fi- 

15 xiert an dem Nanopartikel und dem biologischen Mo- 
lekiil angeordnet. Diese Fixierung braucht keine 
starre Anordnung zu sein, sondern kann vielmehr 
durchaus flexibel ausgefuhrt sein. Die attraktive 
Wechselwirkung zwischen den funktionellen Gruppen. 

20-- der- Nanopartikel und der biologischen Molekule kann 
in Form von nicht-kovalenten Bindungen wie van-der- 
Waals-Bindungen, Wasserstof fbrUcken-Bindungen f rc-7t- 
Bindungen, elektrostatischen Wechselwirkungen oder 
hydrophoben Wechselwirkungen ausgefuhrt sein. Denk- 

25 bar sind auch reversible kovalente Bindungen ebenso 
wie Mechanismen, die auf Komplementaritat der Ges- 
talt oder Form beruhen. Die erf indungsgemafc vorge- 
sehenen Wechselwirkungen zwischen den raolekiilspezi- 
fischen Erkennungsstellen der Nanopartikel und dem 

30 Zielmolekul beruhen also auf gerichteten Wechsel- 
wirkungen zwischen den Paaren der funktionellen 
Gruppen und auf der raumlichen Anordnung dieser die 
Paarbildung eingehenden Gruppen zueinander an dem 
Nanopartikel sowie dem Zielmolekul. Diese Wechsel- 
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wirkung fiihrt zu einer affinen Bindung kovalenter 
oder nicht-kovalenter Art zwischen den beiden Bin- 
dungspartnern, dergestalt, dass das biologische Mo- 
lekiil an der Oberflache der die Mikrostruktur bil- 



In einer bevorzugten Aus fuhrungs form der vorliegen- 
den Erfindung sind die ersten funktionellen Grup- 
pen, die Bestandteil der molekulspezif ischen Erken- 
nungsstellen auf der Oberflache des Nanopartikels 

10 sind oder diese bilden, ausgewahlt aus der Gruppe 
bestehend aus Aktivester, Alkylketongruppe, Alde- 
hydgruppe, Aminogruppe, Carboxygruppe, Epoxygruppe, 
Maleinimidogruppe, Hydrazingruppe, Hydrazidgruppe, 
Thiolgruppe, Thioestergruppe, Oligohistidingruppe, 

15 Strep-Tag I, Strep-Tag II, Desthiobiotin, Biotin, 
Chitin, Chitinderivate, Chitinbindedomane, Metall- 
chelatkomplex, Streptavidin, Streptactin, Avidin 
und Neutravidin. 



Erf indungsgemafi ist auch vorgesehen, dass die mole- 
20 kiilspezif ische Erkennungsstelle ein grOfceres Mole- 
kiil wie ein Protein, ein Antikc-rper etc. ist, das 
die ersten funktionellen Gruppen enthalt. Die mole- 
kulspezif ische Erkennungsstelle kann auch ein Mole- 
kulkomplex sein, der aus mehreren Proteinen 
25 und/oder Antikorpern und/oder Nucleinsauren be- 
steht, wobei mindestens eines dieser Molekiile die 
ersten funktionellen Gruppen enthalt. Ein Protein 
kann als molekulspezif ische Erkennungssequenz bei- 
spielsweise einen Antikdrper und ein damit verbun- 
30 denes Protein umfassen. Der Antikorper kann dabei 
auch eine Streptavidin-Gruppe oder eine Biotin- 
Gruppe umfassen. Bei dem mit dem Antikorper verbun- 



5 denden Nanopartikel immobilisiert wird. 
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denen Protein kann es sich urn einen Rezeptor han- 
deln, beispielsweise ein MHC-Protein, Cytokin, ei- 
nen T-Zell-Rezeptoren wie das CD-8-Protein und an- 
dere, der einen Liganden binden kann. Ein Molekul- 
5 komplex kann auch mehrere Proteine und/oder Peptide 
umfassen, beispielsweise ein biotinyliertes Prote- 
in, das in einem Komplex ein weiteres Protein und 
zusStzlich ein Peptid bindet. 

Die zweite funktionelle Gruppe, also die funktio- 
10 nelle Gruppe des zu immobilisierenden Biomolekuls, 
ist erf indungsgemaft ausgewahlt aus der Gruppe be- 
stehend aus aus der Gruppe bestehend aus Aktives- 
ter, Alkylketongruppe, Aldehydgruppe, Aminogruppe, 
Carboxygruppe; Epoxygruppe, Ma leinimido gruppe, 
15 Hydrazingruppe,- . Hydra zidgruppe, Thiolgruppe, Thi- 
oestergruppe, . Oligohistidingruppe, Strep-Tag I, 
Strep-Tag II, Desthiobiotin, Biotin, Chitin, Chi- 
tinderivate, Chitinbindedomane, Metallchelat- 
komplex, Streptavidin, Streptactin, Avidin und 
20 Neutravidin. 

Die ersten und zweiten funktionellen Gruppen konnen 
beispielsweise durch molekulares PrSgen erzeugt 
worden sein. Die ersten und zweiten funktionellen 
Gruppen konnen auch Aktivester, wie die sogenannten 
25 Surf mere sein. 

Ein erf indungsgemafi verwendetes Nanopartikel weist 
also an seiner Oberflache eine erste funktionelle 
Gruppe auf, die kovalent oder nicht-kovalent mit 
einer zweiten funktionellen Gruppe eines zu immobi- 
30 lisierenden Biomolektils verknupft wird, wobei die 
erste funktionelle Gruppe eine andere Gruppe als 
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die zweite funktionelle Gruppe ist. Die beiden mit- 
einander in Bindung tretenden Gruppen miissen kom- 
plementar zueinander sein, das heiftt in der Lage 
sein, eine Jcovalente oder nicht-kovalente Bindung 
5 miteinander einzugehen. 

Wird erf indungsgemSfi als erste funktionelle Gruppe 
beispielsweise eine Alkylketongruppe, insbesondere 
Methylketon- oder Aldehydgruppe verwendet, ist die 
zweite funktionelle Gruppe eine Hydrazin- oder 

10 Hydrazidgruppe. Wird umgekehrt eine Hydrazin- oder 
Hydra zidgruppe als erste funktionelle Gruppe ver- 
wendet, ist erf indungsgemSfi die zweite funktionelle 
Gruppe eine Alkylketon, insbesondere Methylketon- 
oder Aldehydgruppe. Wird erf indungsgemafc eine Thi- 

15 olgruppe als erste funktionelle Gruppe verwendet, 
ist die zweite komplementare funktionelle Gruppe 
eine Thioestergruppe - Wird als erste funktionelle 
Gruppe eine Thioestergruppe verwendet, ist erfin- 
dungsgemaB die zweite funktionelle Gruppe eine Thi- 

20 olgruppe . 

Wird erf indungsgemafi als erste funktionelle Gruppe 
ein Metallionenchelatkomplex verwendet, ist die 
zweite funktionelle komplementare Gruppe eine Oli- 
gohistidingruppe. Wird als erste funktionelle Grup- 
25 pe eine Oligohistidingruppe verwendet, ist die 
zweite funktionelle komplementare Gruppe ein Meta- 
lionenchelat komplex . 

Wird als erste funktionelle Gruppe Strep-Tag I, 
Strep-Tag II, Biotin oder Desthiobiotin verwendet, 
30 wird als zweite komplementare funktionelle Gruppe 
Streptavidin, Streptactin, Avidin oder Neutravidin 
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eingesetzt. Wird als erste funktionelle Gruppe 
Streptavidin, Streptactin, Avidin Oder Neutravidin 
eingesetzt, wird als zweite komplementare funktio- 
nelle Gruppe Strep-Tag I, Strep-Tag II, Biotin oder 
5 Desthiobiotin eingesetzt. 

Wird in einer weiteren Ausftihrungsf orm Chitin oder 
ein Chitinderivat als erste funktionelle Gruppe 
eingesetzt, wird als zweite funktionelle komplemen- 
tare Gruppe eine Chitinbindungsdomane eingesetzt. 
10 Wird als erste funktionelle Gruppe eine Chitinbin- 
dungsdomane eingesetzt, wird als zweite funktionel- 
le komplementare. Gruppe Chitin oder ein Chitinderi- 
vat eingesetzt. 

Die vorgenannten ersten und/oder zweiten funktio- 
15 nellen Gruppen k5nnen erf indungsgemafi mit Hilfe ei- 
nes Spacers mit dem zu immobilisierenden Biomolektil 
beziehungsweise dem Nanopartikel-Kern verbunden be- 
ziehungsweise mittels eines Spacers an den Nanopar- 
tikel-Kern oder in das Biomolekul eingefiihrt wer- 
20 den. Der Spacer dient also einerseits als Abstands- 
halter der f unktionellen Gruppe zum Kern bezie- 
hungsweise Biomolekul, andererseits als Trager fur 
die funktionelle Gruppe. Ein derartiger Spacer kann 
erf indungsgemaft Alkylen-Gruppen oder Ethylenoxid- 
25 Oligomere mit 2 bis 50 C-Atomen darstellen, der in 
bevorzugter Ausftihrungsf orm substituiert ist und 
Heteroatome aufweist. 

In bevorzugter Ausftihrungsf orm der Erfindung ist 
vorgesehen, dass die zweiten funktionellen Gruppen 
30 ein nattirlicher Bestandteil des Biomolektils, insbe- 
sondere eines Proteins, sind. 
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Bei einem Protein mittlerer Grofie, also einer Grofte 
von etwa 50 kDA mit etwa 500 MinosSuren, gibt es 
etwa 20 bis 30 reaktive Amino-Gruppen, die prinzi- 
piell als funktionelle Gruppe zur Immobilisierung 
5 in Frage kommen. Insbesondere handelt es sich dabei 
um die Amino-Gruppe am N-terminalen Ende eines Pro- 
teins. Auch alle anderen freien Amino-Gruppen, ins- 
besondere die der Lysinreste, kommen fur die Immo- 
bilisierung in Frage. Auch Arginin mit seiner Gua- 
10 nidium-Gruppe kommt als funktionelle Gruppe in Be- 
tracht. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsf orm der 
Erfindung ist vorgesehen, die zweiten f unktionellen 
Gruppen mittels gentechnischer Verfahren, biochemi- 

15 scher, enzymatischer und/oder chemischer Derivati- 
sierung oder chemischer Syntheseverf ahren in das 
Biomolekul einzufiihren. Die Derivatisierung sollte 
so erfolgen, dass die biologische Aktivitat nach 

. der Immobilisierung erhalten bleibt. 

20 Ist das Biomolekiil ein Protein, konnen beispiels- 
weise unnatiirliche Aminosauren durch gentechnische 
Verfahren oder wShrend einer chemischen Proteinsyn- 
these in das Proteinmolekul eingefiigt werden, bei- 
spielsweise zusammen mit Spacern oder Linkern. Der- 

25 artige unnatiirliche Aminosauren sind Verbindungen, 
die eine Aminosaurefunktion und einen Rest R auf- 
weisen und nicht tiber einen natiirlich vorkommenden 
genetischen Code definiert sind, wobei diese Amino- 
sauren in besonders bevorzugter Weise eine Thiol- 

30 Gruppe aufweisen. Erf indungsgemafi kann auch vorge- 
sehen sein, eine natiirlicherweise vorkommende Ami- 
nosaure, beispielsweise Lysin, zu modif izieren, zum 
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Beispiel durch Derivatisierung ihrer Seitenkette, 
insbesondere deren primarer Aminogruppe, mit der 
Carbons^urefunktion von Lavulinsaure. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsf orm der 
vorliegenden Erfindung konnen funktionelle Gruppen 
durch Modifikation eines Proteins in dieses einge- 
fiihrt werden, wobei dem Protein Tags, also Markie- 
rungen, hinzugefiigt werden, vorzugsweise an den C- 
Terminus oder den N-Terminus. Diese Tags kGnnen je- 
doch auch intramolekular angeordnet sein. Insbeson- 
dere ist vorgesehen, dass ein Protein dadurch modi- 
fiziert wird, dass mindestens ein Strep-Tag, bei- 
spielsweise ein Strep-Tag I oder Strep-Tag II oder 
Biotin hinzugefiigt wird. Erf indungsgemafc werden un- 
ter einem Strep-Tag auch funktionelle und/oder 
strukturelle Aquivalente verstanden, sofern sie 
Streptavidin-Gruppen und/oder dessen Aquivalente 
binden konnen. Der Begriff „Streptavidin" erfasst 
im Sinne der vorliegenden Erfindung also auch des- 
sen funktionelle und/oder strukturelle Aquivalente. 
Erf indungsgemafi ist auch vorgesehen, ein Protein 
durch Hinzufiigen von einem His-Tag, das mindestens 
drei Histidin-Reste, vorzugsweise jedoch eine Oli- 
gohistidin-Gruppe umfasst, zu modif izieren . Der in 
das Protein eingefUhrte His-Tag kann dann an eine 
einen Metallchelatkomplex umfassende molekiilspezi- 
fische Erkennungsstelle binden. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung 
ist also vorgesehen, Proteine, die beispielsweise 
mit unnaturlichen Aminosauren, naturlichen, aber 
unnatiirlich derivatisierten Aminosauren oder spezi- 
fischen Strep-Tags modifiziert sind, oder Antikor- 
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per-gebundene Proteine mit dazu komplementar reak- 
tiven Nanopartikel-Oberf lachen derart zur Bindung 
zu bringen, dass eine geeignete spezifische, insbe- 
sondere nicht-kovalente Anbindung der Proteine und 
5 damit eine gerichtete Immobilisierung der Proteine 
an die Oberf lachen erfolgt. Nach der Ausrichtung 
der bidaktiven Molekule Uber Tag-Bindestellen kSn- 
nen diese Molektile zus&tzlich kovalent gebunden 
werden, beispielsweise auch mit einem Crosslinker 
10 wie Glutardialdehyd. Dadurch werden die Protein- 
Oberf lachen stabiler. 

Die zur Bildung einer Mikrostruktur auf der Trager- 
oberflSche des Funktionselementes abgeschiedenen 
Nanopartikel weisen neben der OberflSche mit den 

15 molekttlspezif ische . Erkennungsstellen einen Kern 
auf. Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung 
wird unter einem ,,Kern w eines Nanopartikels ein 
chemisch inerter Stoff verstanden, der als Trager 
fUr das zu immobilisierende Molekul dient. Erfin- 

20 dungsgemafc ist der Kern ein kompaktes oder hohles 
Partikel mit einer Grofte von 5 ran bis 500 nm. 

In bevorzugter Ausfiihrungsf orm der vorliegenden Er- 
findung besteht der Kern der erf indungsgemafi ver- 
wendeten Nanopartikel aus einem anorganischen Mate- 
25 rial wie einem Metall, beispielsweise Au, Ag oder 
Ni, Silicium, Si0 2 , SiO, einem Silikat, Al203 f 
Si0 2 »Al 2 0 3 , Fe 2 0 3 , Ag 2 0, Ti0 2 , Zr0 2/ Zr 2 0 3/ Ta 2 0 5 , Zeo- 
lith, Glas, Indiumzinnoxid, Hydroxylapatit, einem 
Q-Dot oder einem Gemisch davon oder enthalt dieses. 



30 In einer weiteren bevorzugter Ausf iihrungsf orm der 
Erfindung besteht der Kern aus einem organischen 
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Material Oder enthait dieses. Vorzugsweise ist das 
organische Polymer Polypropylen, Polystyrol, Poly- 
acrylat, ein Polyester von Milchsaure oder ein Ge- 
misch davon. 

5 Die Herstellung der Kerne der erf indungsgemafc ver- 
wendeten Nanopartikel kann unter Verwendung iibli- 
cher, auf dem Fachgebiet bekannter Verfahren, wie 
Sol-Gel-Synthese-Verf ahren, Emulsionspolymerisati- 
on, Suspensionspolymerisation usw. erfolgen. Nach 

10 Herstellung der Kerne werden die Oberfiachen der 
Kerne durch chemische Modif izierungsreaktionen mit 
den spezifischen ersten f unktionellen Gruppen ver- 
sehen, beispielsweise unter Verwendung ublicher 
Verfahren wie Pfropf-Polymerisation, Silanisierung, 

15 chemischer Derivatisierung etc. Eine Moglichkeit, 
oberf lachenmodif izierte Nanopartikel in einem 
Schritt zu erzeugen, besteht im Einsatz von Surfme- 
ren in der Emulsionspolymerisation. Eine weitere 
. . Moglichkeit ist das molekulare Pragen. 

20 Unter molekularem PrSgen wird die Polymerisation 
von Monomeren in Gegenwart von Templaten verstan- 
den, die mit dem Monomer einen wahrend der Polyme- 
risation relativ stabilen Komplex bilden konnen. 
Nach dem Auswaschen der Template konnen die so her- 

25 gestellten Materialien TemplatmolekUle, den 
Templatmolektilen strukturverwandte Molekiilspezies 
oder Molekttle, die den Templatmolektilen oder Teilen 
davon strukturverwandte oder identische Gruppen 
aufweisen f wieder spezifisch binden. Ein Templat 

30 ist daher eine in der Monomermischung wahrend der 
Polymerisation vorhandene Substanz, zu der das ge- 
bildete Polymer eine Affinitat aufweist. 
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Erf indungsgemafi besonders bevorzugt erfolgt die 
Herstellung oberf lachenmodif izierter Nanopartikel 
mittels Emulsionspolymerisation unter Einsatz von 
Surfmeren. Surf mere sind amphiphile Monomer e (Surf- 
mer = Surfactant + Monomer) , die auf der Oberf lSche 
von Latexpartikeln einpolymerisiert werden konnen 
und diese stabilisieren. Reaktive Surf mere verfiigen 
zusatzlich tiber funktionalisierbare Endgruppen, die 
unter milden Bedingungen mit Nucleophilen, wie pri- 
raaren Aminen (Aminosauren, Peptiden, Proteinen) , 
Thiolen oder Alkoholen umgesetzt werden k6nnen. Auf 
diese Weise ist eine Vielzahl biologisch aktiver 
polymerer Nanopartikel zuganglich. Druckschrif ten, 
die den Stand der Technik sowie Moglichkeiten und 
Grenzen der Anwendung von Surfmeren wiedergeben, 
sind US 5,177,165, US 5,525,691, US 5,162,475, 
US 5,827,927 und JP 4 018 929. Arbeiten zur Synthe- 
se von Surfmeren mit reaktiven Endgruppen wurden 
unter anderem von Nagai et al. (Polymer 1996, 
3-7(1)., -1257-1266; Journal of Colloid and Interface 
Science 1995, 172, 63-70), Asua et al. (J. Applied 
Polym. Sci. 1997, 66, 1803-1820) und Guyot et al. 
(Curr. Opin. Colloid Interface Sci. 1996, 1(5), 
580-586) ver6ffentlicht. 

Die Dichte der ersten f unktionellen Gruppen und der 
Abstand dieser Gruppen zueinander k6nnen erfin- 
dungsgemSB filr jedes zu immobilisierende Molekiil 
optimiert werden. Auch die Umgebung der ersten 
funktionellen Gruppen auf der OberflSche kann im 
Hinblick auf eine mGglichst spezifische Immobili- 
sierung eines Biomolektils in entsprechender Weise 
vorbereitet werden. 
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In einer bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung 
ist vorgesehen, dass im Kern zusatzliche Funktionen 
verankert sind, die unter Verwendung geeigneter 
Nachweisverf ahren eine einfache Detektion der Nano- 
5 partikel-Kerne und damit der Mikrostrukturen ermog- 
lichen. Bei diesen Funktionen kann es sich bei- 
spielsweise urn Fluoreszenzmarkierungen, UV/Vis- 
Markierungen , superparamagnet ische Funktionen , f er- 
romagnetische Funktionen und/oder radioaktive Mar- 
io kierungen handeln. Geeignete Verf ahren zum Nachweis 
von Nanopartikeln umfassen beispielsweise Fluores- 
zenz- oder UV-Vis-Spektroskopie-, Fluoreszenz- oder 
Licht-Mikroskopie-, MALDI-Massenspektroskopie-, 
Wellenleiterspektroskopie-, Impedanzspektroskopie-, 
15 elektrische und radiometrische Verfahren. In einer 
weiteren Ausf uhrungsf orm ist vorgesehen, dass die 
Kern-Oberf lache duirch Aufbringen zusatzlicher Funk- 
tionen wie Fluoreszenzmar kierungen, UV/Vis- 
Markierungen, superparamagnetischer Funktionen, 
20- f erromagnetischer Funktionen und/oder radioaktiver 
Markierungen" modifiziert sein kann. In noch einer 
weiteren Ausf uhrungsf orm der Erfindung ist vorgese- 
hen, dass der Kern der Nanopartikel mit einer orga- 
nischen oder anorganischen Schicht oberf lachenmodi- 
25 fiziert sein, die die ersten f unktionellen Gruppen 
und die vorstehend beschriebenen zusStzlichen Funk- 
tionen aufweist. 

In einer anderen Ausfiihrungsf orm der Erfindung ist 
vorgesehen, dass die Kern-Oberf lache chemische Ver- 
30 bindungen aufweist, die zur sterischen Stabilisie- 
rung und/oder zur Verhinderung einer Konf ormation- 
sanderung der immobilisierten Molekule und/oder zur 
Verhinderung der Anlagerung weiterer biologisch ak- 
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tiver Verbindungen an die Kern-Oberf lache dient. 
Vorzugsweise handelt es sich bei diesen chemischen 
Verbindungen urn Polyethylenglykole, Oligoethy- 
lenglykole, Dextran oder ein Gemisch davon. 

5 Erf indungsgemafl besteht auch die M6glichkeit f dass 
auf der Oberfiache der Nanopartikel-Kerne separat 
oder zusatzlich Ionenaustausch-Funktionen verankert 
sind. Nanopartikel mit Ionenaustausch-Funktionen 
sind insbesondere zur Optimierung der MALDI -Analyse 
10 geeignet, da dadurch stdrende Ionen gebunden werden 
konnen . 

In einer weiteren Ausfuhrungsf orm der Erfindung ist 
vorgesehen, dass das an der Mikrostruktur des Funk- 
tibnselementes immobilisierte biologische Molekiil . 

15 Markierungen aufweist, die eine einfache Detektion v 
der an der Mikrostruktur immobilisierten biologi- 
schen Molekale unter Verwendung geeigneter Nach- 
weisverf ahren ermoglichen. Bei diesen Markierungen 
kann es sich beispielsweise urn eine Fluoreszenzmar- 

20 kierung, eine UV/Vis-Markierung, eine superparamag- 
netische Funktion, eine ferromagnetische Funktion 
und/oder eine radioaktive Markierung handeln. Wie 
vorstehend ausgefiihrt f kommen als Nachweisverf ahren 
ftlr diese Markierungen beispielsweise Fluoreszenz- 

25 oder UV-VIS-Spektroskopie f MALDI-Massenspektros- 
kopie- f Wellenleiterspektroskopie- f Impedanzspekt- 
roskopie- f elektrische und radiometrische Verf ahren 
in Betracht. 



30 



Eine weitere Ausfuhrungsform der Erfindung betrifft 
ein Funktionselement mit mindestens einem an der 
Mikrostruktur immobilisierten biologischen Molekiil, 
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wobei an dieses inimobilisierte Molekul mindestens 
ein weiteres biologisches Molekul kovalent oder 
nicht-kovalent gebunden ist. Wenn das an der Mikro- 
struktur immobilisierte Molekul ein Protein ist, 
5 kann daran beispielsweise ein zweites Protein oder 
ein Antikdrper, beispielsweise durch Protein- 
Protein-Interaktion oder durch Antikorper-Antigen- 
Bindung, gebunden sein. Wenn das an der Mikrostruk- 
tur immobilisierte Molekul eine Nucleinsaure ist, 
10 kann daran beispielsweise ein Protein gebunden 
sein. 

Eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsf orm der Erfin- 
dung betrifft ein Fun kt ions element, dessen Mikro- 
struktur(en) aus. einer einzigen Nanopartikelschicht 

15 besteht. Eine weitere bevorzugte Aus ftthrungs form 
der Erfindung betrifft ein Funkt ions element, dessen 
Mikrostruktur (en) aus mehreren tibereinandergelager- 
ten Schichten der gleichen Nanopartikel besteht, 
wobei. jede einzelne Schicht ttber die bereits be- 

20 schriebenen Verbindungsschichten aus geeigneten Po- 
lymeren fest an die darunter liegende Schicht ge- 
bunden wird. 

Noch eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsf orm der 
Erfindung betrifft ein Funktionselement, auf dessen 

25 Trageroberf lache nebeneinander mehrere unterschied- 
liche Mikrostrukturen angeordnet sind, die aus Na- 
nopartikeln mit unterschiedlichen molekulspezif i- 
sche Erkennungsstellen bestehen. Derartige Funkti- 
onselemente enthalten daher nebeneinander Mikro- 

30 strukturen, an die unterschiedliche biologische Mo- 
lektile immobilisiert sind oder immobilisiert werden 
konnen. Die Trageroberf lache solcher Funktionsele- 
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mente kann daher beispielsweise gleichzeitig Mikro- 
strukturen umfassen, an denen Proteine immobili- 
siert sind oder werden konnen, und Mikrostrukturen, 
an denen Nucleinsauren immobilisiert sind oder wer- 
5 den konnen. Das Funktionselement kann aber auch 
Mikrostrukturen aufweisen, an die unterschiedliche 
Proteine oder unterschiedliche Nucleinsauren 
gleichzeitig immobilisiert sind oder werden konnen. 

Eine weitere Ausftthrungsf orm der Erfindung betrifft 
10 ein Funktionselement, bei dem die FlSchenabschnitte 
der TrSLgeroberflache, die nicht von der Mikrostruk- 
tur abgedeckt sind, durch Aufbringen zusatzlicher 
Funktionalitaten beziehungsweise chemischer Verbin- 
dungen- modif iziert sind. Dabei kann es sich insbe- 
15 sondere. urn Funktionalitaten beziehungsweise chemi- 
sche Verbindungen handeln, die eine unspezif ische 
Anlagerung von Biomolektilen an die nicht von der 
Mikrostruktur abgedeckten Bereiche der Tragerober- 
. _ .flSche verhindern. Vorzugsweise handelt es sich bei 
20 diesen chemischen Verbindungen urn Polyethylenglyko- 
le, Oligoethylenglykole, Dextran oder ein Gemisch 
davon. Besonders bevorzugt enthalt die Oberflache 
des Funktionselement-Tr^gers eine Ethylenoxid- 
Schicht. 

25 Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls ein 
Verfahren zur Herstellung eines erf indungsgemfifien 
Funktionstestes, wobei auf die Oberflache eines ge- 
eigneten Tragers mindestens eine Schicht eines Ver- 
bindungsmittels und danach mindestens eine Mikro- 

30 struktur bestehend aus Nanopartikeln mit molekttl- 
spezifischen Erkennungssequenzen aufgetragen wird. 
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Erf indungsgemafi ist vorgesehen, dass die Oberflache 
eines Funktionselementes vor dem Auftragen der Ver- 
bindungsmittel-Schicht vorstrukturiert wird. Nach 
der Vorstrukturierung der Trageroberf lache kann 
5 dann eine Schicht einer Verbindung auf der vor- 
strukturierten Trageroberf lache ausgebracht werden, 
die eine unspezif ische Anlagerung von biologischen 
Molektilen an der Trageroberf lache verhindert. Vor- 
zugsweise handelt es sich dabei urn eine Ethylen- 
1 0 oxid-Schicht . 

In bevorzugter Ausfuhrungsf orm der Erfindung ist 
vorgesehen, dass die Oberflache des Tragers des er- 
findungsgemaJien Funktionselementes nach der Vor- 
strukturierung und vor dem Ausbringen der Verbin- 

15 dungsmittel-Schicht aktiviert wird. Erf indungsgemaB 
kann. die Aktivierung auch eine Reinigung umfassen. 
Die Aktivierung der Oberflache des Tragers . des 
Funktionselementes kann erf indungsgemafi unter Ver- 

wendung eines chemischen Verfahrens f insbesondere 

20 unter Verwendung von Primern oder Sauren bezie- 
hungsweise Basen, erfolgen. Erf indungsgemafi besteht 
aber auch die Moglichkeit, die Oberflache des Tra- 
gers unter Verwendung eines Plasmas zu aktivieren. 
Die Aktivierung kann auch das Aufbringen eines 

25 Self-Assembled-Monolayers umfassen. 

Zur erfindungsgemaften Erzeugung der Mikrostrukturen 
auf der Trageroberf lache des Funktionselementes 
lassen sich prinzipiell die folgenden zwei Ausfuh- 
rungsf ormen einsetzen. 



30 In der ersten Ausfiihrungsform des erf indungsgemaBen 
Verfahrens zur Herstellung eines erf indungsgemaBen 
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Funktionselementes ist vorgesehen, zunachst das 
Verbindungsmittel strukturiert auf die Oberflache 
des Tragers aufzutragen. „Strukturiert" bedeutet im 
Kontext der Erfindung, dass eine bezttglich Form und 
5 Flache definierte Verbindungsmittel-Schicht auf die 
Tr^geroberflache aufgetragen wird, wobei die so 
aufgetragene Verbindungsmittel-Schicht den spater 
von der Mikrostruktur abzudeckenden Flachenab- 
schnitt der Trageroberf lache definiert. Die Mikro- 

10 struktur wird dann durch Eintauchen des Funktions- 
element-Tragers in eine Nanopartikel-Suspension 
aufgetragen, wobei die Nanopartikel nur an der 
strukturiert aufgebrachten Verbindungsmittel- 
Schicht haften bleiben, nicht jedoch an den Fla- 

15 chenabschnitten der Trageroberf lache, die keine 
Verbindungsmittel-Schicht aufweisen. Auf diese Wei- 
se wird eine beziiglich Form und Flache definierte 
Mikrostruktur erzeugt. 

..ErfindungsgemSB ist vorgesehen, dass die struktu- 

20 rierte Verbindungsmittel-Schicht beispielsweise 
mitt els eines Nadel-Ring- Printers, eines Tinten- 
strahlverfahrens, beispielsweise eines Piezo- oder 
Thermo-Verfahrens, oder eines Mikrokontaktdruckver- 
fahrens aufgetragen wird. Bei Verwendung eines li- 

25 thografischen Verfahrens, insbesondere des Photoli- 
thographie- oder des Mikropen-Lithographie- 
Verfahrens wird die Trageroberf lache mit dem Ver- 
bindungsmittel bedeckt und dann wird die so erzeug- 
te Verbindungsmittel-Schicht mittels des lithogra- 

30 phischen Verfahrens strukturiert- Durch eine geeig- 
nete Wahl des Verbindungsmittels kann die aufzutra- 
gende Mikrostruktur so gestaltet werden, dass sich 
die Mikrostruktur oder Telle davon von aufien 



# • 

WO 03/056336 PCT/EP02/14769 

44 



schaltbar, beispielsweise mittels Anderung des pH- 
Wertes, der Ionenkonzentration oder der Temperatur, 
zu einem spateren Zeitpunkt wieder 16sen 
lasst/lassen (debond on command) . Damit lasst sich 
5 beispielsweise eine Mikrostruktur von einem Funkti- 
onselement auf ein anderes ubertragen. 

Stabile Nanopartikel-Suspensionen lassen sich durch 
Suspendieren der Nanopartikel in Fliissigkeiten, 
insbesondere w&ssrigen Medien, gegebenenf alls unter 
10 Verwendung zusatzlicher Bestandteile, beispielswei- 
se pH-Mittel, Suspendierhilfen etc., einfach her- 
stellen. 

In der zweiten Ausfuhrungsf orm des erf indungsgema- 
fien Verfahrens zur Herstellung eines Funktionsele- 

15 mentes ist vorgesehen, zunachst den Trager mit ei- 
ner die gesamte TrSgeroberf lache abdeckenden Ver- 
bindungsmittel-Schicht zu versehen. Dies kann bei- 
spielsweise durch Eintauchen des Tragers in eine 
Suspension oder Losung des Verbindungsmittels er- 

20 folgen. Anschliefiend wird die Mikrostruktur dadurch 
erzeugt, dass eine Nanopartikelsuspension bei- 
spielsweise unter Verwendung eines Nadel-Ring- 
Printers, eines Tintenstrahlverf ahrens, zum Bei- 
spiel eines Piezo- oder Thermo-Verf ahrens, oder ei- 

25 nes Mikrokontaktdruckverfahrens strukturiert aufge- 
tragen und somit eine bezuglich Form und Flache de- 
finierte Mikrostruktur erzeugt wird. Bei Verwendung 
eines lithograf ischen Verfahrens, insbesondere des 
Photolithographie- oder des Mikropen-Lithographie- 

30 Verfahrens , wird die Tragerober flache mit der Nano- 
partikelsuspension bedeckt und dann wird die so er- 
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zeugte Nanopartikelschicht mittels des lithographi- 
schen Verfahrens strukturiert . 

Bei den zur Erzeugung von Mikrostrukturen auf der 
Trageroberf lache eines erf indungsgemafcen Funktions- 
5 elementes auf getragenen Nanopartikeln kann es sich 
urn biofunktionalisierbare Nanopartikel handeln, al- 
so Nanopartikel, die lediglich molekiilspezif ische 
Erkennungsstellen aufweisen, an die jedoch noch 
keine biologischen Molektile gebunden sind. Erfin- 

10 dungsgemaB ist es aber auch moglich, zur Struktu- 
rierung der Trageroberf lache biofunktionalisierte 
Nanopartikel zu verwenden, das hei&t Nanopartikel, 
an deren molekiilspezif ische Erkennungsstellen be- 
reits biologische MolekUle unter Erhalt ihrer bio- 

15 logischen Aktivitat immobilisiert ' wurden. Erfin- 
dungsgemafl ist vorgesehen, dass das immobilisierte 
biologische Molekul insbesondere ein Protein, ein 
PNA-Molekiil oder eine Nucleinsaure ist. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm der 
20 Erfindung ist vorgesehen, das gleiche Verbindungs- 
mittel und/oder die gleichen Nanopartikeln mehrmals 
auf zutragen, um mehrlagige fest haftende Mikro- 
strukturen zu erzeugen- Erf indungsgemafi ist es mog- 
lich, eines der vorstehend beschriebenen Verfahren 
25 bis zu zehnmal zu wiederholen. Die vorstehend be- 
schriebenen Verfahren konnen aber auch unter Ver- 
wendung unterschiedlicher Verbindungsmittel 

und/oder unterschiedlicher Nanopartikel wiederholt 
werden, urn Funktionselemente mit unterschiedlichen 
30 Mikrostrukturen, die unterschiedliche Funktionen 
auf weisen, her zustellen . 
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In einer weiteren bevorzugten Ausftihrungsf orm der 
Erfindung ist vorgesehen, superparamagnetische oder 
ferromagnetische Eisenoxid-Nanopartikel unter Ver- 
wendung eines Magnetfeldes auf einer Trageroberf la- 
5 che strukturiert anzuordnen und auf diese Weise di- 
rekt Mikrostrukturen, insbesondere nanoskopische 
Leiterbahnen aufzubauen. 



Nach dem Aufbringen der Nanopartikel auf die Tra- 
geroberf lache des Funktionselementes besteht erfin- 

10 dungsgemaG die Moglichkeit, die Partikel anschlie- 
fiend weiter umzusetzen. Enthalten die Partikel bei- 
spielsweise Reaktivester, so konnen diese zur di- 
rekten Bindung von Proteinen verwendet werden. Die 
Nanopartikel kc-nnen aber auch umgesetzt werden, urn 

15 sie mit zusatzlichen Funktionen zu versehen. Erfin- 
dungsgemali besteht auch die Mc-glichkeit , die aus 
Nanopartikeln bestehenden Mikrostrukturen zusatz- 
lich zu fixieren f indent die Partikel beispielsweise 
untereinander und/oder mit dem Verbindungsmittel 

20 kovalent quervernetzt werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Verwen- 
dung des erf indungsgemafien Funktionselementes zur 
Untersuchung eines Analyten in einer Probe und/oder 
zu dessen Isolierung und/oder Aufreinigung daraus, 

25 wobei das erf indungsgemaBe Funktionselement bei- 
spielsweise als Gen-Array oder Gen-Chip oder als 
Protein-Array ausgefuhrt ist. Im Zusammenhang mit 
der vorliegenden Erfindung wird unter einem „Analy- 
ten" eine Substanz verstanden, bei der Art und Men- 

30 ge ihrer Einzelbestandteile bestimmt und/oder die 
aus Gemischen abgetrennt werden soil. Insbesondere 
handelt es sich bei dem Analyten um Proteine, Nuc- 
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leinsaure, Kohlenhydrate und ahnliche. In bevorzug- 
ter Ausfuhrungsform der Erfindung ist der Analyt 
ein Protein, Peptid, Wirkstoff, Schadstoff, Toxin, 
Pestizid, Antigen oder eine Nucleinsaure . Unter ei- 
5 ner „Probe" wird eine wassrige oder organische L6- 
sung, Emulsion, Dispersion oder Suspension verstan- 
den, die einen vorstehend definierten Analyten in 
isolierter und auf gereinigter Form oder als Be- 
standteil eines komplexen Gemisches unterschiedli- 

10 cher Substanzen enthalt. Bei einer Probe kann es 
sich beispielsweise urn eine biologische FlUssig- 
keit, wie Blut, Lymphe, Gewebef lussigkeit etc., 
handeln, also eine Fliissigkeit, die einem lebenden 
oder toten Organismus, Organ oder Gewebe entnommen 

15 wurde.. Eine Probe kann jedoch auch ein Kulturmedi- 
um, beispielsweise. ein Fermentationsmedium, sein, 
in dem Organismen, beispielsweise Mikroorganismen,- 
oder menschliche, tierische oder pflanzliche Zellen 
kultiviert wurden. Bei einer Probe im Sinne der Er- 

20 findung kann es sich jedoch auch um eine wassrige 
Losung, Emulsion, Dispersion oder Suspension eines 
isolierten und aufgereinigten Analyten handeln. Ei- 
ne Probe kann bereits Auf reinigungsschritten unter- 
worfen worden sein, kann aber auch ungereinigt vor- 

25 liegen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft daher auch die 
Verwendung des erf indungsgemafcen Funktionselementes 
zur Durchfuhrung von Analyse- und/oder Detektions- 
verfahren, wobei es sich bei diesen Verfahren um 
30 MALDI-Massenspektroskopie, Fluoreszenz- oder UV- 
VIS-Spektroskopie, Fluoreszenz- oder Lichtmikrosko- 
pie, Wellenleiterspektroskopie oder ein elektri- 
sches Verfahren wie Impedanzspektroskopie handelt. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Verwen- 
dung eines erf indungsgemSBen Funktionselementes zur 
Steuerung der Zelladhasion oder des Zellwachstums . 

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls die 
Verwendung eines erf indungsgemaBen Funktionselemen- 
tes zum Nachweis und/oder Isolierung biologischer 
Molekule. Beispielsweise kann ein erf indungsgemSBes 
Funktionselement, an dessen Mikrostrukturen eine, 
vorzugsweise einzelstrangige Nucleinsaure immobili- 
siert ist f zum Nachweis einer komplementaren Nuc- 
leinsaure in einer Probe und/oder zur Isolierung 
dieser komplement^ren Nucleinsaure eingesetzt wer- 
den. Ein erf indungsgemaBes Funktionselement, an 
dessen Mikrostrukturen ein Protein immobilisiert 
ist, kann beispielsweise zum Nachweis und/oder zur 
Isolierung eines mit dem immobilisierten Protein in 
Wechselwirkung tretenden Proteins aus einer Probe 
eingesetzt werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Verwen- 
dung eines erf indungsgemaBen Funktionselementes zur 
Entwicklung von pharmazeutischen PrSparaten. Die 
Erfindung betrifft ebenfalls die Verwendung der er- 
findungsgemaBen Funktionselemente zur Untersuchung 
der Wirkungen und/oder Nebenwirkungen von pharma- 
zeutischen Praparaten. Die erf indungsgemaBen Funk- 
tionselemente lassen sich ebenfalls zur Diagnose 
von Krankheiten, beispielsweise zur Identif izierung 
von Krankheitserregern und zur Identifizierung von 
mutierten Genen, die. zur Entstehung von Krankheiten 
ftthren, verwenden. Eine weitere Verwendungsmoglich- 
keit der erf indungsgemaBen Funktionselemente be- 
steht bei der Untersuchung von mikrobiologischen 
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Kontaminationen von Oberf lachengewassern, Grundwas- 
ser und Boden. Ebenso lassen sich die erf indungsge- 
maiien Funktionselemente zur Untersuchung der mikro- 
biologischen Kontamination von Nahrungsmitteln be- 
5 ziehungsweise Tierfutter einsetzen. 

Eine weitere bevorzugte Verwendung der erfindungs- 
gemafien Funktionselemente besteht im Einsatz des 
erfindungsgemafcen Fun kt ions el ententes als Elektro- 
nikbaustein, beispielsweise als molekularer Schalt- 

10 kreis etc., in der Medizintechnik oder in einem 
Biocomputer . Besonders bevorzugt ist die Verwendung 
des erf indungsgemSBen Funktionselementes als opti- 
scher Speicher in der optischen Inf ormationsverar- 
beitung, wobei. das erf indungsgemafie Funktionsele- 

15 ment insbesondere an Mikrostrukturen immobilisierte 
Phot ore zeptor-Proteine umfasst, die Licht direkt in 
ein Signal umwandeln konnen. 

Weitere vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfihdung 
ergeben sich aus den Unteransprttchen. 

20 Die Erfindung wird anhand der folgenden Figuren und 
Beispiele naher erlautert. 

Figur 1 zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme von 
mikrostrukturierten Mikrospots mit einem Durchmes- 
ser von 150 pm bis 155 yim aus Nanopartikeln auf ei- 
25 nem Siliciumtrager . 

Figur 2 zeigt eine rasterkraftmikroskopische 3-D- 
Aufnahme des Randes eines Mikrospots einer 10-fach 
auf getragener Nanopartikelsuspension . 
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Figur 3 zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme von 
mikrostrukturierten Mikrospots mit einem Durchmes- 
ser von 140 pm bis 145 pm aus Nanopartikeln auf ei- 
nem Glastrager. 

5 Figur 4 zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme von 
mikrostrukturierten Mikrospots mit einem Durchmes- 
ser von 160 pm bis 166 pm aus Nanopartikeln auf ei- 
nem Glastrager. 

Figur 5 zeigt in einem Graphen (Wellenleiterspekt- 
10 roskop) die erhalten gebliebene Funktion von immo- 
bilisierten Nanopartikeln. Die Basislinie ist je- 
weils 0,1 M Phosphatpuffer. A) Zugabe von 0,02 M 
PDADMAC in 0,1 M NaCl. B) Zugabe von 0,01 M SPS in 
0,1 M NaCl. C) Zugabe von 0,5 pM (1) und 1 pM (2) 
15 Streptavidin als Kontrollversuch. Dabei ist keine , 
unspezif ische Bindung zu erkennen. D) Zugabe von 
0,5 % (w/v) der Nanopartikel . E) Bindung von Strep- 
tavidin 0,5-3 pM. F) Differenz in arcsec. Dies 
ist die Menge, die spezifisch an die Partikel ge- 
20 bunden wurde. 

Figur 6 zeigt eine lichtmikroskopische Differentia- 
le-Interferenz-Kontrast-Aufnahme von Mikrostruktu- 
ren. Auf den dunklen Bereichen (Stege) sind die Na- 
nopartikel lokalisiert. Die Stegweite liegt zwi- 
25 schen 10 pm und 13 pm. 

Figur 7 zeigt eine rasterkraf tmikroskopische Auf- 
nahme (5x5 pm 2 ) von Mikrostrukturen. 

Figur 8 zeigt die Ergebnisse einer MALDI-TOF- 
Massenspektroskopie-Analyse unter Verwendung eines 
30 Probentragers, der Monolagen von Protein- 
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beschichteten 



Nanopartikeln 



(SPS-PDADMAC- 



10 



15 



20 



Streptavidin-modif izierte Partikel) aufwies. 

Figur 9 zeigt in (A) die Hybridisierung verschiede- 
ner Oligonucleotide nach Bindung an einen handels- 
tablichen Chip mit jeweils einer komplementaren flu- 
oreszenzmarkierten DNA und in (B) die Hybridisie- 
rung der gleichen Oligonucleotide nach Bindung an 
eine erf indungsgemafie nanopartikulare Chip- 
Oberflache mit jeweils einer komplementaren fluo- 
reszenzmarkierten DNA. Der Vergleich beider Chip- 
Oberflachen zeigt, dass die erf indungsgemafie Modi- 
fikation der Oberflache mit Nanopartikeln zu einer 
deutlichen Steigerung der Signalintensitat f iihrt • 

Beispiel 1 

Synthese von Silica-Partikeln 

Zu 200 ml Ethanol werden 12 mMol Tetraethoxysilan 
"uhd 90T ihMbl" NH 3 gegeben. Dann wird 24 h bei Raum- 
temperatur gertthrt. Anschliefiend werden die Parti- 
kel durch mehrfache Zentrifugation gereinigt. 

Es resultieren 650 mg Silica-Partikel mit einer 
mittleren PartikelgrSBe von 125 nm. 

Beispiel 2 

Synthese magnetischer Eisenoxid-Partikel 

20 ml einer 1 M FeCl 3 -L6sung und 5 ml einer 2 M Fe- 
S0 4 -L6sung in 2 M HC1 werden unter kraftigem Ruhren 
zu 250 ml einer 0,7 M NH 3 -Ldsung gegeben. Dann wird 
30 min nachgertihrt und der schwarze Feststoff mit 
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200 ml Wasser gewaschen. Anschliefiend wird der Nie- 
derschlag 30 min mit 100 ml 2 M HN0 3 geruhrt und 3- 
mal mit 100 ml Wasser gewaschen. Die superparamag- 
netischen Eisenoxid-Nanopartikel werden in 50 ml 
5 einer 0,1 M Tetramethylammoniumhydroxid-Losung re- 
suspendiert . 

Es resultieren 2 g Eisenoxid-Partikel mit einer 
mittleren PartikelgroJJe von 10 nm. 

Bei spiel 3 

10 Synthese magnetischer Komposit-Partikel 

50 mg der vorstehend erhaltenen magnetischen Eisen- 
oxid-Nanopartikel werden zweimal mit 5 ml Ethanol 
gewaschen und dann in 200 ml Ethanol aufgenommen. 
Dann werden 12 mMol Tetraethoxysilan und 90 mMol 
15 NH 3 zugegeben. Nach 24-stundigem Ruhren bei Raum- 
temperatur werden die die Partikel durch mehrfache 
Zentrif ugation gereinigt. 

Es resultieren 600 mg magnetische Komposit-Partikel 
mit einer mittleren PartikelgroJSe von 150 nm. 

20 Beispiel 4 

Synthese f luoreszierender Partikel 

190 uMol Fluoresceinamin und 170 uMol Isocyana- 
topropyltriethoxysilan in 50 ml Ethanol werden 3 h 
unter Riickfluss gekocht. Zu 50 ml Ethanol werden 3 
25 mMol Tetraethoxysilan und 880 \il der Silan- 
Farbstof f-Losung gegeben. Nach Zugabe von 22.5 mMol 
NH3 wird 24 h bei Raumtemperatur geruhrt. Anschlie- 
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Bend werden die Partikel durch mehrfache Zentrifu- 
gation gereinigt. 

Es resultieren 160 mg Silica-Partikel mit einer 
mittleren PartikelgroBe von 110 nm. 

5 Beispiel 5 

Synthese organischer Polymer-Nanopartikel 

50 mg des Emulgators p- (11-Acrylamido) -undecenoyl- 
oxyphenyl-dimethylsulfonium-methylsulfat werden in 
30 mL Wasser unter Ruhren gelbst. Durch diese Lo- 

10 sung wird eine Stunde lang Argon geleitet. Darauf- 
hin erfolgt unter Rtihren die Zugabe von 1,8 mL Me- 
thylmethacrylat. Die entstandene Emulsion wird auf 
60°C erwarmt. Durch Zugabe von lOmg 2,2 A -Azobis (2- 
Amidinopropan) dihydrochlorid wird die Polymerisa- 

15 tion gestartet. Nach 5 h wird die Partikelsuspensi- 
on abgekuhlt und die Partikel durch Zentrif ugation 
gereinigt. 

Man erhait 1,6 g Partikel mit einer mittleren Par- 
tikelgroBe von 145 nm. Die Partikel tragen kovalent 
20 verknupfte Sulf onium-Gruppen auf ihrer Oberflache 
(Zetapotential im Phosphat-Puf f er pH 7,0: + 22 mV) 
und sind zur Anbindung von Nukleophilen befahigt. 

Beispiel 6 

Oberf lachenmodif izierung von Partikeln (amino- 
25 funktionalisierte Oberflache) 

Eine 1 Gew.-% waBrige Suspension der in einem der 
Beispiele 1 bis 4 erhaltenen Partikel wird mit 10 
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Vol.-% 25 % Ammoniak versetzt. Dann werden 20 Gew.% 
Aminpropyltriethoxysilan, bezogen auf die Partikel, 
zugegeben und es wird 1 h bei Raumtemperatur ge- 
riihrt. Die Partikel werden durch mehrfache Zentri- 
5 fugation gereinigt und tragen funktionelle Ami- 
nogruppen auf ihrer Oberf l&che (Zetapotential im 
0,1 M Acetat-Puffer: + 35 mV) . 

Beispiel 7 

Oberf lachenmodifizierung von Partikeln (amino- 
10 funktionalisierte organische Polymerpartikel) 

10 mg der in Beispiel 5 erhaltenen Partikel werden 
in 50 ]il eines 10 mMol Phosphatpuf f ers (pH 7,8) 
aufgenommen und mit 950 yil einer 1 M Ethylendiamin- 
Losung in 10 mMol Phosphatpuf f ers (pH 7 7 8) ver- 
15 setzt, Dann wird 2 h bei RT geschuttelt. Danach er- 
folgt eine Reinigung mittels Zentrif ugation. Die 
Partikel tragen kovalent gebundene Amino-Gruppen 
auf ihrer Oberf lSche. 

Beispiel 8 

20 Oberf lachenmodifizierung von Partikeln (carboxy- 
funktionalisierte Oberf lSche) 

10 ml einer 2 Gew.-% Suspension aminof unktionali- 
sierter Nanopartikel werden in Tetrahydrof uran auf- 
genommen- Dazu werden 260 mg BernsteinsSureanhydrid 
25 gegeben. Nach einer 5-minutigen Behandlung mit Ult- 
raschall wird 1 h bei RT gertihrt. Dann werden die 
Partikel durch mehrfache Zentrif ugation gereinigt. 
Die resultierenden Silica-Partikel tragen funktio- 
nelle Carboxygruppen (Zetapotential im 0,1 M Ace- 
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tat-Puffer von - 35 mV) auf ihrer Oberfiache und 
besitzen eine mittlere Partikelgroiie von 170 nm. 

Beispiel 9 

Oberflachenmodifizierung von Partikeln (Carboxy- 
5 dextran-modifizierte Partikel) 

10 mg aminofunktionalisierte Nanopartikel und 1 mg 
Carboxydextran (Sigma, > 55 cps) werden in 1 ml 0,1 
M MorpholinoethansulfonsSure-Puffer (MES, pH: 5,0) 
vorgelegt. Dazu werden 30 ]il einer N-Ethyl-N' - (3- 

10 dimethylaminopropyl ) -carbodiimid (EDC) -Losung mit 
einer Konzentration von 500 pMol/ml zugegeben. Dann 
wird 30 min bei Raumtemperatur geschuttelt. Dieie 
Partikel werden abwechselnd mit MES- und TBE-Puffer 
(89 mM Tris- (hydroxymethyl) aminomethane, 89 mM Bor- 

15 saure, 2 mM Ethylendiamintetraessigsaure, pH: 8,3) 
gewaschen und in 1 ml MES-Puffer aufgenommen. Die 
resultierenden Silica-Partikel tragen funktionelle 
Carboxygruppen (Zetapotential im 0 f l M Acetat- 
Puffer von - 25 mV) auf ihrer OberflSiche und besit- 

20 zen eine mittlere Partikelgrofie von 160 nm. 

Diese Dextran-Oberf lache ist insbesondere fur die 
Immobilisierung von Proteinen geeignet, deren Ter- 
tiar-Struktur durch Adsorptionsprozesse auf der 
Partikeloberf lSche gestort wird. 



25 




WO 03/056336 



PCT/EP02/14769 



56 



Beispiel 10 

Oberfiachenmodifizierung von Partikeln (Aminofunk- 
tionalisierung der Carboxy- (Dextran) -Partikel) 

Man stellt eine 1 M Ethylendiamin-Losung in 0,1 M 
5 MES-Puffer (pH 5,0) her. Dazu werden 500 pg der 
Carboxy- (Dextran) -modifizierten Partikel und 30 pi 
einer 500 pMol/ml EDC-L6sung in MES-Puffer gegeben. 
Dann wird 3 h bei Raumtemperatur (RT) geschuttelt. 
Anschliefiend wird mehrmals mit MES-Puffer gewa- 
10 schen. Es resultieren Partikel mit einer mittleren 
Partikelgrofie von 160 nm und einem Zetapotential 
von + 25 mV im 0,1 M Acetat-Puf f er . 

Zur Variation der Spacerlange bzw. der Dichte der 
funktionellen Gruppen konnen auch andere Amine ana- 
15 log eingesetzt werden, beispielsweise 4,7,10- 
Trioxa-1, 13-tridecandiamin (oder hohere Homologe) 
Oder Tris- (2-aminoethyl) -amin . 

Beispiel 11 

Oberfiachenmodifizierung von Partikeln (Nitri- 
20 lotriessigsaure (NTA) -Oberf lache) 

10 mg Carboxy-modifizierte Partikel werden 2 mal 
mit 1 ml Acetonitril (MeCN) gewaschen und in 1 ml 
MeCN auf genommen . Dazu werden 10 pMol Dicyclohexyl- 
carbodiimid und 10 pMol N-Hydroxysuccinimid gege- 
25 ben. Dann wird 2 h bei RT geschuttelt. Danach wird 
einmal mit 1 ml Cyclohexan und einmal mit 1 ml MeCN 
gewaschen. Das Reaktionsgemisch wird in 1 ml MeCN 
auf genommen. Hierzu werden 4 pMol N, N-Bis- 
Carboxymethyl-L-Lysin gegeben. Nach 3-sttindigem 
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Schutteln bei RT wird einmal mit 1 ml Acetonitril 
und zweimal mit 1 ml 10 mM Phosphatpuf f er (pH 7,0) 
gewaschen. 

Durch diese Umsetzung wird einerseits die Dichte 
5 der funktionellen Carboxy-Gruppen erhoht, anderer- 
seits konnen mit dieser Oberflache Ni 2+ -Ionen durch 
Komplexierung gebunden werden. Die Oberflache ist 
dann zur Bindung His-Tag-modif izierter Proteine be- 
f ahigt . 

10 Beispiel 12 

Oberflachenmodifizierung von Partikeln (Thiol- 
Oberfiache) 

10 mg Carboxy-modifizierte Partikel werden 2 mal 

mit 1 ml Acetonitril (MeCN) gewaschen und in 1 ml 
15 MeCN aufgenommen. Hierzu gibt man 10 uMol Dicyclo- 

hexylcarbodiimid und 10 uMol N-Hydroxysuccinimid 
und "schuttelt 2 h bei RT. Man wascht einmal mit 1 

ml Cyclohexan und einmal mit 1 ml MeCN und nimmt in 

1 ml MeCN auf. Hierzu gibt man 500 ug Cystein und 
20 schiittelt 3 h bei RT. Man wascht einmal mit 1 ml 

Acetonitril und zweimal mit 1 ml 10 mM Phosphatpuf- 

fer (pH 7,0) . 

Diese Oberflache ist zur Immobilisierung von Prote- 
inen uber Disulf id-Brucken geeignet. 
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Beispiel 13 

Funktionalisierung zur Proteiniinmobilisierung (Ma- 
leimido-aktivierte Oberflache) 

500 pg aminofunktionalisierter Partikel werden in 1 
5 ml 10 mM Phosphatpuffer (pH 7,0) resuspendiert . Da- 
zu werden 1,25 yiMol Sulf o-Succinimidyl-4- (N- 
. maleimidomethyl) cyclohexane-l-carboxylat gegeben. 
Nach 1-stiindigem Schutteln bei RT wird einmal mit 
kaltem 10 mM Phosphatpuf fer (pH 7,0) gewaschen und 
10 das Gemisch wird in 1 ml 0,1 M Phosphatpuf fer (pH 
7,0) aufgenommen. 

Beispiel 14 

Funktionalisierung zur Proteiniinmobilisierung (Io- 
dacetyl-aktivierte Oberflache) 

15 500 pg aminofunktionalisierter Partikel werden in 1 

ml 10 mM Phosphatpuffer (pH 7,0) resuspendiert. 

Hierzu gibt man 1,25 pMol Succinimidyl- (4- 
Iodoacetyl) Aminobenzoate, schuttelt 1 h bei RT, 
wSscht einmal mit kalter 0,1 M Phosphatpuffer (pH 

20 7,0) und nimmt in 1 ml 10 mM Phosphatpuffer (pH 
7,0) auf. 

Diese Oberflachen sind zur Ankopplung von Proteinen 
geeignet, die freie Thiol-Gruppen tragen. 
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Beispiel 15 

Funktionalisierung zur Proteinimmobilisierung (bio- 
' tinylierte Oberflache) 

500 pg aminof unktionalisierter Partikel werden in 1 
5 ml 10 mM Phosphatpuf fer (pH 7.0) resuspendiert . 
Hierzu gibt man 1,25 pMol Succinimidobiotin, schut- 
telt 1 h bei RT, w^scht einmal mit 0,1 M Phosphat- 
puf fer (pH 7,0) und nimmt in 1 ml 10 mM Phosphat- 
puf fer (pH 7,0) auf. 

10 Die Belegung mit funktionellen Gruppen ist in den 
Beispielen 13 bis 15 so beschrieben, dass sie quan- 
titativ verlauft. Diese Belegungen lassen sich tib- 
licherweise aber auch durch die Wahl der Reaktions- 
bedingungen (meist ttber die Konzentration des Modi- 

15 fikators) so steuern, dass sie nur teilweise erfol- 
gen. Durch eine geeignete Wahl der Modif ikatoren 
kGnnen auch verschiedene funktionelle Gruppen ne- 
beneinander auf der Partikeloberf lache vorliegen. 
Beispiele daftir sind: 

20 • -NH 2 neben -COOH: 

In Beispiel 8 wird die Konzentration an Bernstein- 
sstureanhydrid verringert. Durch geeignete Wahl des 
Verhaltnisses NH 2 /COOH lasst sich der isoelektri- 
sche Punkt des Partikelsystems in einem weiten Be- 
25 reich variieren (zwischen 8 und 3) . Dies kann bei 
der Umsetzung mit Proteinen ein entscheidender Pa- 
rameter zur Steuerung der Reaktivitat sein (gleich- 
geladene Systeme stoBen sich ab) . 

• -SH neben NTA: 
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Die Reaktion wird, wie in den Beispielen 11 Oder 12 
beschrieben, durchgeftthrt, wobei allerdings ein Ge- 
misch der beiden Modif ikatoren eingesetzt wird. Da- 
durch konnen His-Tag tragende Proteine in einem 
5 ersten Schritt nicht-kovalent ausgerichtet und an- 
schlieftend kann dieser Zustand durch Ausbildung ei- 
ner kovalenten Disulf id-Briicke dauerhaft fixiert 
werden. 

Beispiel 16 

10 Immobilisierung von Proteinen (Streptavidin- 
modif izierte Partikel) 

Man legt 2,68 nMol Streptavidin in 10 ml 0,1 m MES- 
Puffer (pH 5,0) vor. Dazu gibt man 5 mg der in Bei- 
spiel 8 gewonnenen Partikel. Dazu werden 2 )iMol EDC 
15 gegeben. Nach 3-stilndigem Schiitteln bei . RT werden 
die Partikel einmal mit 10 ml MES-Puffer und einmal 
mit 10 ml Phosphat-Puffer (pH 7,0) gewaschen. Dann 
werden die" Partikel in 10 ml Phosphat-Puffer (pH 
7,0) auf genommen . 

20 Beispiel 17 

Immobilisierung von Proteinen (Protein G- 
modif izierte Partikel) 

Man legt 300 \xg Protein G in 10 ml 0,1 m Phosphat- 
Puffer (pH 7,5) vor. Dazu gibt man 5 mg der Parti- 
25 kel aus Beispiel 5 und schiittelt 3 h bei RT. Man 
wascht die Partikel anschliefiend zweimal mit 10 ml 
Phosphat-Puffer (pH 7,0) und nimmt in 10 ml Phos- 
phat-Puffer (pH 7,0) auf. 
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Die Beispiele 16 und 17 zeigen examplarisch die Im- 
mobilisierung von zwei Proteinen auf zwei unter- 
schiedlichen Wegen. Auf diesen beiden Wegen lassen 
sich viele unterschiedliche Proteine immobilisie- 
5 ren. Mit den oben beschriebenen Partikeln sind vie- 
le weitere Strategien denkbar, beispielsweise die 
Aktivierung von Carboxy-modif izierten Partikeln mit 
Succinimiden, die Kopplung von freien Cysteinen an 
Thiol-/Maleinimid-Oberflachen. An multifunktionelle 
10 Partikel lassen sich auch unterschiedliche Proteine 
parallel koppeln. 

Alle in den Beispielen 1-17 beschriebenen Partikel 
konnen direkt ftir eine Mikrostrukturierung einge- 
setzt werden. 

15 Beispiel 18 

Herstellung eines Gen- bzw. Protein-Arrays unter 
Verwendung eines Ring/Pin-Plotters auf einer prapa- 
rierten Siliciumoberf lache mit Hilf e yon Nanoparti- 
keln mit Silica-Kern 

20 Unter Verwendung eines Ring/Pin-Mikro-Arrayers wur- 
de die Nanopartikelsuspension aus Beispiel 1 auf 
einem SiliciumtrSger aufgetragen. Die zugeschnitte- 
nen Siliciumtr^ger werden ftir 90 min in einer 2 
Vol.-% wassrigen HELLMANEX® Losung bei 40°C gela- 

25 gert. Es folgt eine Ultraschallbadbehandlung fur 5 
min bei RT und ein Abspiilen mit entionisiertem Was- 
ser. Nach Tfocknung rait Stickstoff wird die 
Schichtdicke mittels Nullellipsometer bestimmt. 

Die Proben werden anschliefiend in einer 3:1 (v/v) 
30 NH3/H2O2 Losung bei 70°C fUr 30 min hydroxyliert 
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(NH 3 : puriss. p. a., - 25 % in Wasser; H 2 0 2 : zur A- 
nalyse f ISO Reag., stabilisiert, entionisiertes 
Wasser 18 MQ) . Vor der Lagerung in Wasser (maximal 
3h) werden die Proben grtindlich mit entionisiertem 
Wasser gespult. Die Substrate werden bei RT in eine 
Polyelektrolytl6sung (0,02 M Polydiallyldimethylam- 
moniumchlorid (PDADMAC) , 0,1 M NaCI, MW = 100 - 200 
kDa in entionisiertem Wasser) uberfuhrt. Nach 20 
min erfolgt ein grttndliches Sptilen mit entionisier- 
tem Wasser. Die Proben werden 5 min im Ultraschall- 
bad bei RT behandelt, gespttlt und mit Stickstoff 
getrocknet. Die so prSparierten Siliciumtr&ger wer- 
den auf Glasobjekttrager (ca. 76 x 26 mm) aufge- 
klebt. 1 ml der 1 Gew.-% wassrigen Nanopartikel- 
suspensionen werden jeweils 15 s geschiittelt und im 
Ultraschallbad bei RT dispergiert. 

Die Locher der Wellplates (96 Locher a 300 pi, U- 
Form) werden mit 100 ]il Dispersion befullt. Die Lo- 
sungen in den Plates werden abgeklebt und nach 15 
min mit dem Ring/ Pin-Mi kro-Arrayer (GMS 417, Affy- 
metrix, USA) auf die SiliciumtrSger bei Laborbedin- 
gungen tibertragen. Durch eine geschickte Program- 
mierung des Ring/Pin-Mikro-Arrayers erhalt man re- 
gelmafiig angeordnete, scharf voneinander getrennte 
Mikrospots mit einem Durchmesser von etwa 150 )im 
bis 200 pm, wobei der Abstand der individuellen 
Mikrostrukturen wenige Mikrometer betragt. Eine A- 
nalyse der Mikrospots im Lichtmikroskop beziehungs- 
weise und dem Rasterkraftmikroskop ergab tlberra- 
schenderweise, dass die Nanopartikel bei 10-fach 
aufgetragener Nanopartikelsuspension auf ein und 
dieselbe Position (10 Hits per Dot) am Rand der 
Mikrospots besonders gehauft vorkamen. Eine gleich- 
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mafcige Verteilung der Nanopartikel innerhalb eines 
Mikrospots erhalt man bei einer Auftragung mit 1-2 
Hits per Dot. 

Figur 1 zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme von 
5 mikrostrukturierten Mikrospots mit den vorstehend 
beschriebenen Nanopartikeln mit einem Durchmesser 
von 150 yim bis 155 pm und einem variablen Abstand 
von 5 pm bis 20 pm entlang der horizontalen Achse 
und einem Abstand von 140 pm entlang der vertikalen 
10 Achse auf einem Siliciumtrager . 

Figur 2 zeigt eine rasterkraf tmikroskopische 3-D- 
Aufnahme des Randes eines Mikrospots einer 10-fach 
aufgetragener Nanopartikelsuspension auf ein und 
dieselbe Position, wobei deutlich zu erkennen ist, 
15 dass die Nanopartikel im Randbereich des Mikrospots 
angehauft vorliegen. 

Beispiel 19 

Herstellung eines Gen- bzw. Protein-Arrays unter 
Verwendung eines Ring/Pin-Plotters auf einer prapa- 
20 rierten Glasoberf lSche mit Hilfe von Nanopartikeln 
mit Silica-Kern 

Unter Verwendung eines Ring/Pin-Mikro-Arrayers wur- 
de die Nanopartikelsuspension aus Beispiel 1 auf 
einen Glastrager aufgetragen. Die Glastrager werden 
25 wie in Beispiel 18 vorbehandelt und die 1 Gew.-% 
wassrige Nanopartikelsuspension wird ebenfalls ana- 
log Beispiel 18 auf die Glasoberf lSche aufgebracht. 



Figur 3 zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme von 
mikrostrukturierten Mikrospots mit den vorstehend 
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beschriebenen Nanopartikeln mit einem Durchmesser 
von 140 yim bis 145 ]xrci und einem variablen Abstand 
von 5 pm bis 20 pm entlang der horizontalen und ei- 
nem Abstand von 140 entlang der vertikalen Achse 
5 auf einem Glastrager. 

Bel spiel 20 

Herstellung eines Gen- bzw. Protein-Arrays unter 
Verwendung eines Nadel-Ring-Printers auf einer pra- 
parierten Glasoberf lSche mit Hilfe von Nanoparti- 
10 keln mit einem PMMA-Kern 

Unter Verwendung eines Ring/Pin-Mikro-Arrayers wur- 
de die Nanopartikelsuspension aus Beispiel 5 auf 
einem Glastrager aufgetragen. Die Glastrager werden 
90 min in einer 2 Vol.-% wassrigen HELLMANEX® L6- 

15 sung bei 40 °C gelagert. Es folgt eine 5-minutige 
Ultraschallbadbehandlung bei RT und ein Absptilen 
mit entionisiertem Wasser. Nach Trocknung mit 
Stickstof f wird die Schichtdicke mittels eines Nul- 
lellipsometer bestimmt. Die Proben werden anschlie- 

20 fiend in einer 3:1 (v/v) NH 3 /H 2 0 2 L6sung bei 70°C 30 
min hydroxyliert (NH 3 : puriss. p. a., - 25 % in 
Wasser; H 2 0 2 : zur Analyse, ISO Reag., stabilisiert, 
entionisiertem Wasser 18 MQ) . Vor der Lagerung in 
Wasser (maximal 3 h) werden die Proben grttndlich 

25 mit entionisiertem Wasser gesptilt. Die Substrate 
werden bei RT in die Polyelektrolytlosung 1 (0,02 M 
Polydiallyldimethylammoniumchlorid (PDADMAC) , 0,1 M 
NaCI, MW = 100 - 200 kDa in entionisiertem Wasser) 
uberfuhrt. Nach 20 min erfolgt ein griindliches Spu- 

30 len mit entionisiertem Wasser. Die Glastrager wer- 
den dann in die Polyelektrolytlosung 2 (0,01 M Po- 
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lystyrolsulfonsaure Natriumsalz (SPS), 0/1 M NaCl, 
MW = 70 kDa in entionisiertenv Wasser) fur 20 min 
bei RT iiberfiihrt. Nach der Lagerung in Polyelektro- 
lytlosung 2 folgt eine 5-minutige Ultraschallbe- 
5 handlung in entionisiertem Wasser bei RT und die 
Trocknung mit Stickstoff. Die 1 Gew.-% wassrigen 
Nanopartikelsuspensionen werden anschliefiend analog 
Beispiel 1 und 2 auf die Glasoberf lache aufge- 
bracht . 

10 Figur 4 zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme von 
mikrostrukturierten Mikrospots mit den vorstehend 
beschriebenen Nanopartikeln mit einem Durchmesser . 
von 160 pm bis 166 pm und einem variablen Abstand 
von 5 pm bis 20 pm entlang der horizontalen und ei- * 

15 nem Abstand von 140 pm entlang der vertikalen Achse . 
auf einem Glastrager. 

Figur 5 zeigt in einem Graphen (Wellenleiterspekt- ■ 
roskop) die erhalten gebliebene Funktion der in 
Beispiel 5 erhaltenen, immobilisierten Nanoparti- 

20 keln. Die Basislinie ist jeweils 0,1 M Phosphatpuf- 
fer. A) Zugabe von 0,02 M PDADMAC in 0,1 M NaCl. B) 
Zugabe von 0,01 M SPS in 0,1 M NaCl. C) Zugabe von 
0,5 pM (1) und 1 pM (2) Streptavidin als Kontroll- 
versuch. Dabei ist keine unspezif ische Bindung zu 

25 erkennen. D) Zugabe von 0,5 % (w/v) der Nanoparti- 
kel. E) Bindung von Streptavidin 0,5-3 pM. F) 
Differenz in arcsec. Dies ist Menge, die spezifisch 
an die Partikel gebunden werden konnte. 
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Beispiel 21 

Herstellung eines Gen- bzw* Protein-Arrays unter 
Verwendung eines lithographischen Verfahrens 

Siliziumtrager, die wie in Beispiel 18 beschrieben 
beschichtet wurden, werden in einem Abstand von 2 
cm unter eine Quecksilber-UV-Lampe (Pen-Ray, UVP, 
USA) gelegt. Der Steg der Lampe ist urn 45° gegen- 
iiber der Senkrechten geneigt. Nach Auflegen der 
Kupfer-Gitter (Piano, Deutschland, d= 3,05 mm) wer- 
den die mit PDADMAC beschichteten TrSger 45 min be- 
strahlt. 1 ml der in Beispiel 6 erhaltenen 1 Gew.-% 
wSssrigen Nanopartikelsuspension werden jeweils 15 
s geschtittelt und im Ultraschallbad bei Raumtempe- 
ratur (RT) dispergiert. Die Kupfergitter werden von 
dem Trager abgeklopft und es werden jeweils 40 ]il 
der Suspension auf die strukturierte Stelle aufge- 
bracht. Nach 10 min bei Laborbedingungen werden die 
Proben in entionisiertes Wasser iiberfiihrt. Danach 
erfolgt ein 1-mintitiges Trocknen mit einem Stick- 
stof f-Strom. 

Figur 6 zeigt eine lichtmikroskopische Differentia- 
le-Interferenz-Kontrast-Aufnahme der so erhaltenen 
Mikrostrukturen. Auf den dunklen Bereichen (Stege) 
sind die Nanopartikel lokalisiert. Die Stegweite 
liegt zwischen 10 und 13 \*m. 

Figur 7 zeigt eine rasterkraf tmikroskopische Auf- 
nahme (5x5 pm 2 ) der erhaltenen Mikrostrukturen. 
Die scharfe Abgrenzung zwischen Steg mit Nanoparti- 
keln und unbeschichtetem Substrat ist deutlich zu 
erkennen. 




WO 03/056336 PCT/EP02/14769 

67 



Beispiel 22 

MALDI-TOP-Massenspektroskopie-Analyse unter Verwen- 
dung eines Probentragers mit Monolagen aus Protein- 
beschichteten Nanopartikeln 

5 Dieses Beispiel zeigt, dass Probentrager, die Mono- 
lagen von Protein-beschichteten Nanopartikeln auf- 
weisen, direkt in der MALDI-TOF-Massenspektroskopie 
eingesetzt werden konnen. Die Analyse wird weder 
durch die Verbindungsschicht noch durch die Nano- 
10 partikel gestGrt. 

Probenvorbereitung 

Die Goldoberflache des MALDI-Probentragers wurde 
zuerst in Aceton, dann in einem l:l-Gemisch aus 
Isopropanol (HPLC Grade) und 0,02 N HC1 und an- 

15 schliefcend in Isopropanol (HPLC-Grade) vorbehandelt 
( jeweils 10 min im Ultraschallbad) . Anschliefiend 

" erfolgt eine Trocknung mittels Druckluft. Der ge- 

reinigte Probentrager wurde dann 20 min in eine 
SPS-L6sung (0,01 M SPS, 0,1 M NaCl) getaucht, mit 

20 entionisiertem Wasser gewaschen und getrocknet. Der 
Probentrager wurde dann 40 min in eine Suspension 
der in Beispiel 16 erhaltenen Streptavidin- 
modifizierten Partikel (0,5 mg/ml) eingetaucht. Die 
Ladung der Partikel betragt bei diesem pH-Wert -20 

25 mV. Der TrSger wurde mit entionisiertem Wasser ge- 
waschen und getrocknet. Darauf wurden 0,5 jil gesSt- 
tigter Matrix (3, 5-Dimethoxy-4-hydroxy-zimtsaure, 
gelSst in einem 6:4 (v/v) -Gemisch aus 0,1% Tri- 
fluoressigsaure (TFA, Fluka, p. A.) und Acetonitril 

30 (Baker, HPLC Grade) ) auf gegeben, Luf t-getrocknet 
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und danach in einem LD-TOF-MS (HP G 2025A LD-TOF 
modifiziert mit einer time-lag-focusing (TLF) - 
Einheit (Future, Fa. GSG) ; Datenakquise mit Le 
Croy-500 MHz-Oszilloskop; externe Kalibrierung; 
5 Fehler 0,1%) vermessen. 

Ergebnisse 

Die Ergebnisse der MALDI-TOF-MS-Analyse sind in Fi- 
gur 8 gezeigt. Es sind zwei Peaks fur Streptavidin 
zu sehen. Die Peaks bei 13070.5 Da und 6542 Da sind 
10 auf das einfach und zweifach geladene Streptavidin- 
Monomer zuriickzuf uhren . Somit ergibt sich ein Mole- 
kulargewicht von 52280 Da fur das tetramere Strep- 
tavidin. Die Polyelektrolyte PDADMAC und SPS stSren 
nicht die Detektion des Proteins. 

15 Beispiel 23 

Herstellung eines DNA- Chips fiir Hybridisierungen 
und "Festphaseh-Enzyffireaktionen zum Nachweis von 
Punktmutationen und SNPs sowie fttr Trans kriptions- 
Untersuchungen 

20 Die in Beispiel 6 erhaltenen Partikel wurden, wie 
in Beispiel 18 beschrieben, unter Verwendung des 
Layer-by-Layer-Verfahrens auf eine planare Chip- 
Oberflache aufgebracht. Auf die so vorbereiteten 
Nanopartikel-Trager wurden dann unter Verwendung 

25 eines Mikro-Arrayers, also einer Vorrichtung zur 
Erzeugung von Mikro-Arrays (Pin-and-Ring bezie- 
hungsweise Kapillar-Pins) , DNA-Sonden aufgetragen. 
Zum Auftragen wurden DNA-Ldsungen in 10 mM Tris/Cl, 
pH 8,0, 40% DMSO (Vol. /Vol.), die jeweils 50 yiM DNA 

30 enthielten, eingesetzt. Fixierung und Nachbehand- 
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lung erfolgten, wie in Diehl, Grahlmann, Beier und 
Hoheisel, Nucleic Acids Res., 29 (2001), 7, e38, 
beschrieben. Die so hergestellten DN A- Chips wurden 
anschliefcend far Hybridisierungen mit fluoreszenz- 
5 markierten, revers-komplementaren DNA-Fragmenten 
und far Enzym-Reaktionen auf dem Chip nach dem 
APEX-Prinzip (arrayed primer extension; vgl. Pasti- 
nen et al., Genome Res., 10 (2000), 1031-1042) ver- 
wendet. Zur Kontrolle wurden die gleichen DNA- 

10 Sonden entsprechend Standard-Protokollen auf Poly- 
L-Lysin-beschichtete Glasob j ekttrSger auf gebracht . 
Die so hergestellten Kontroll-Chips wurden dann e- 
benfalls fur Hybridisierungen mit f lucres zenzmar- 
kierten, revers-komplementaren DNA-Fragmenten und 

15 far Enzym-Reaktionen eingesetzt. 

Figur 9 zeigt die Ergebnisse der Hybridisierung un- 
ter Verwendung des Kontroll-DNA-Chips im Vergleich 
zu dem anmeldungsgemafien nanopartikularen DNA-Chip. 
Wie.. aus. der. Figur zu ersehen ist, wird durch die 
20 erfindungsgemafle partikuiare Oberflache die Signal- 
intensitat bei der Hybridisierung signifikant er- 
hoht. 



25 



# 
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Anspruche 

1. Funktionselement, umfassend einen Trager mit 
einer Oberflache und mindestens eine auf der 
Trageroberflache angeordnete Mikrostruktur, wo- 

5 bei die Mikrostruktur aus Einzelkomponenten in 

Form von Nanopartikeln besteht, die die Adres- 
sierbarkeit der Mikrostruktur ermoglichende mo- 
lekiilspezif ische Erkennungsstellen aufweisen. 

2. Funktionselement nach Anspruch 1, wobei die 
10 Mikrostruktur einen Flachenabschnitt der Tra- 
geroberflache abdeckt und mindestens einer der 
Flachen-Langen-Parameter des abgedeckten Fia- 
chenabschnitts der Trageroberflache kleiner als 
999 urn und mindestens 10 nm 1st. 

15 3. Funktionselement nach Anspruch 1 oder 2, wobei 
der Trager und/oder die Oberflache des Tragers 

"* " " aus'einem Metall, Metalloxid, Polymer, Halblei- 
termaterial, Glas und/oder Keramik besteht. 

4. Funktionselement nach einem der Anspriiche 1 bis 
20 3, wobei die Oberflache des Tragers planar ist. 

5. Funktionselement nach einem der Anspruche 1 bis 
3, wobei die Oberflache des Tragers vorstruktu- 
riert ist. 

6. Funktionselement nach einem der Anspruche 1 bis 
25 5, wobei die Oberflache des Tragers eine 

Schicht einer chemischen Verbindung aufweist, 
die eine unspezif ische Anlagerung von biologi- 
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schen MolekUlen an der Trageroberf lache verhin- 
dert . 

7. Funktionselement nach einem der Anspruche 1 bis 
6, wobei zwischen der Trageroberf lache und der 

5 Mikrostruktur eine Schicht eines Verbindungs- 

mittels angeordnet ist. 

8. Funktionselement nach Anspruch 7, wobei das 
Verbindungsmittel ein Polymer mit geladenen o~ 
der ungeladenen chemisch reaktiven Gruppen ist. 

10 9. Funktionselement nach Anspruch 8, wobei das Po- 
lymer ein Hydrogel ist. 

10. Funktionselement nach Anspruch 7, wobei das 
Verbindungsmittel eine Plasmaschicht mit gela- 
denen oder ungeladenen chemisch reaktiven Grup- 
15 pen ist. 

--- 11. -Funktionselement nach Anspruch 7, wobei das 

Verbindungsmittel ein Self-Assembled Monolayer 
auf Silan- oder Thiolbasis ist. 

12. Funktionselement nach einem der Ansprtiche 7 bis 
20 11, wobei das Verbindungsmittel durch Anderung 

des pH-Wertes, der Ionenkonzentration oder der 
Temperatur schaltbar ist. 

13. Funktionselement nach einem der Anspruche 1 bis 
12, wobei die Nanopartikel einen Kern und eine 

25 die molekulspezif ischen Erkennungsstellen auf- 

weisende Oberf lache umfassen. 
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14. Funktionselement nach Anspruch 13, wobei ein 
oder mehrere biologisch aktive Molekule an den 
molekulspezifischen Erkennungsstellen gebunden 
sind. 

5 15. Funktionselement nach Anspruch 14, wobei die 
biologisch aktiven Molekule kovalent und/oder 
nicht-kovalent gebunden sind. 

16. Funktionselement nach Anspruch 14 oder 15, wo- 
bei die Molekule unter Erhalt ihrer biologi- 

10 schen Aktivitat gebunden sind. 

17. Funktionselement nach einem der Anspriiche 14 
bis 16, wobei es sich bei den gebundenen Mole- 
kiilen um Proteine, Nucleinsauren, PNA-Molekule 
oder Fragmente davon handelt. 

15 18. Funktionselement nach Anspruch 16, wobei die 
Proteine AntikGrper, Antigene, Enzyme, Cytokine 
oder* Rezeptoren sind. 

19. Funktionselement nach einem der Anspriiche 13 
bis 18, wobei die molekulspezifischen Erken- 

20 nungsstellen ein oder mehrere erste funktionel- 

le Gruppen und die gebundenen Molekule die ers- 
ten ' f unktionellen Gruppen bindende komplementa- 
re zweite funktionelle Gruppen umfassen. 

20. Funktionselement nach Anspruch 19, wobei die 
25 ersten f unktionellen Gruppen und die die ersten 



funktionellen Gruppen bindenden komplementaren 
zweiten funktionellen Gruppen ausgewahlt sind 
aus der Gruppe bestehend aus Aktivester, Alkyl- 
ketongruppe, Aldehydgruppe, Aminogruppe, Carbo- 



m 
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xygruppe , Epoxygruppe , Maleinimidogruppe , 
Hydra zingruppe, Hydra zidgruppe, Thiolgruppe, 
Thioestergruppe, Oligohistidingruppe, Strep-Tag 
I, Strep-Tag II, Desthiobiotin, Biotin, Chitin, 
5 Chitinderivate, Chitinbindedomane, Metallche- 

latkomplex, Streptavidin, Streptactin, Avidin 
und Neutravidin. 

21. Funktionselement nach Anspruch 19 oder 20, wo- 
bei die ersten und die zweiten f unktionellen 

10 Gruppen durch molekulares Pragen erzeugt sind. 

22. Funktionselement nach einem der Anspriiche 19 
bis 21, wobei die ersten f unktionellen Gruppen 
Bestandteil eines Spacers sind oder uber. Spacer 
mit der Oberflache der Nanopartikel verbunden 

15 sind. 

23. Funktionselement nach einem der Anspriiche 19 
bis 21, wobei die komplementaren zweiten funk- 
tioneilen Gruppen Bestandteil eines Spacers 
sind oder iiber Spacer mit den Molekulen verbun- 

20 den sind. 

24. Funktionselement nach einem der Anspriiche 13 
bis 23, wobei der Kern der Nanopartikel aus ei- 
nem organischen Material besteht oder dieses 
enthalt. 

25 25. Funktionselement nach Anspruch 24, wobei das 
organische Material ein organisches Polymer 
ist. 



26. Funktionselement nach Anspruch 24 oder 25, wo- 
bei das organische Polymer Polypropylen, Po- 



m 
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lystyrol, Polyacrylat Oder ein Gemisch davon 
ist. 

27. Funkt ions element nach einem der Anspriiche 13 
bis 23, wobei der Kern aus einem anorganischen 

5 Material besteht oder dieses enthalt. 

28. Funktionselement nach Anspruch 27/ wobei das 
anorganische Material ein Metall wie Au, Ag o- 
der Ni/ Siliciuiri/ Si0 2 , SiO, ein Silikat, A1 2 0 3 / 
Si0 2 »Al 2 0 3 , Fe 2 0 3 , Ag 2 0/ Ti0 2/ Zr0 2 , Zr 2 0 3 / Ta 2 0 5 , 

10 Zeolith, Glas/ Indiumzinnoxid/ Hydroxy lapatit/ 

ein Q-Dot oder ein Gemisch davon ist. 

29. Funktionselement nach einem der Anspriiche 24 
bis 28/ wobei der Kern eine Grofce von 5 nm bis 
500 nm aufweist. 

15 30. Funktionselement nach einem der Anspriiche 24 
bis 29, wobei der Kern mindestens eine zusatz- 
1iche~ Funktion aufweist. 

31. Funktionselement nach Anspruch 30/ wobei die 
zusatzliche Funktion im Kern verankert ist und 

20 eine Fluoreszenzmarkierung r eine UV/Vis- 

Markierung, eine superparamagnetische Funktion , 
eine f erromagnetische Funktion und/oder eine 
radioaktive Markierung ist. 

32. Funktionselement nach Anspruch 30/ wobei die 
25 Oberflache des Kerns mit einer die ersten funk- 

tionellen Gruppen enthaltenden organischen oder 
anorganischen Schicht modif iziert ist, die eine 
Fluoreszenzmarkierung/ eine UV /Vis -Markierung, 
eine superparamagnetische Funktion, eine ferro- 
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magnetische Funktion und/oder eine radioaktive 
Markierung aufweist. 

33. Funktionselement nach einem der Anspruche 30 
bis 32, wobei die Oberflache des Kerns eine 
chemische Verbindung aufweist, die zur steri- 
schen Stabilisierung und/oder zur Verhinderung 
einer Konf ormationsanderung der immobiiisierten 
Molekule und/oder zur Verhinderung der Anlage- 
rung einer weiteren biologisch aktiven Verbin- 
dung an den Kern dient. 

34. Funktionselement nach Anspruch 33, wobei die 
chemische Verbindung ein Polyethylenglykol, ein 
Oligoethylenglykol, Dextran oder ein Gemisch 
davon ist. 

35. Funktionselement nach einem der vorhergehenden 
Ansprtiche, wobei die gebundenen Molekule einen 
Marker aufweisen. 

36. Funktionselement nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, wobei an die gebundenen Molekule 
weitere Molekiile gebunden sind. 

37. Funktionselement nach einem der vorhergehenden 
Ansprtiche, wobei die Mikrostruktur aus einer 
Nanopartikel-Schicht besteht. 

38. Funktionselement nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, wobei die Mikrostruktur aus mehreren 
Nanopartikel-Schichten besteht. 

39. Funktionselement nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, wobei auf der Trageroberf l&che meh- 
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10 



15 



20 



rere Mikrostrukturen angeordnet sind, die aus 
Nanopartikeln mit unterschiedlichen molekiilspe- 
zifischen Erkennungsstellen bestehen. 

40. Funktionselement nach Anspruch 39, wobei an den 
Mikrostrukturen unterschiedliche Molekule ge- 
bunden sind. 

41. Funktionselement nach einem der Anspruche 1 bis 
40, erhaltlich durch Auftragen einer oder meh- 
rerer Mikrostrukturen auf die TrSgeroberf lache 
unter Verwendung eines Nadel-Ring-Printers . 

42. Funktionselement nach einem der Anspruche 1 bis 
40, erhaltlich durch Auftragen einer oder meh- 
rerer Mikrostrukturen auf die Trageroberflache 
unter Verwendung eines lithograf ischen Verfah- 
rens . 

43. Funktionselement nach Anspruch 42, wobei das 
* "Iithogfaphische Verfahren Photolithographie 



44. Funktionselement nach Anspruch 42, wobei das 
lithographische Verfahren Mikropen-Lithographie 



45. Funktionselement nach einem der Anspruche 1 bis 
40, erhaltlich durch Auftragen einer oder meh- 
rerer Mikrostrukturen auf die Trageroberflache 
unter Verwendung eines Tintenstrahlverf ahrens . 



ist. 



46. Funktionselement nach einem der Anspruche 1 bis 
40, erhaltlich durch Auftragen einer oder meh- 
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10 



rerer Mikrostrukturen unter Verwendung eines 
Mikrokontaktdruckverf ahrens . 

47. Verfahren zur Herstellung eines Funktionsele- 
mentes nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
wobei auf die Oberfiache eines TrSgers mindes- 
tens eine Schicht eines Verbindungsmittels und 
danach mindestens eine Mikrostruktur bestehend 
aus Nanopartikeln mit molekaispezif ischen Er- 
kennungsstellen aufgetragen werden. 

48. Verfahren nach Anspruch 47, wobei die Oberfla- 
che des Tragers vor dem Auftragen der Verbin- 
dungsmittel-Schicht gereinigt und/oder akti- 
viert wird. 

49. Verfahren nach Anspruch 48 , wobei die Trager- 
oberflache chemisch aktiviert wird. 

50. Verfahren nach Anspruch 49, wobei die Trager- 
" " "oberfrache mit Ladungen versehen wird. 

51. Verfahren nach Anspruch 49 Oder 50, wobei die 
TrSgeroberflache durch Aufbringen eines Primers 
aktiviert wird. 

52. Verfahren nach Anspruch 49 oder 50, wobei eine 
Self-Assembly-Schicht auf die Trageroberf lache 
aufgebracht wird. 



53. Verfahren nach Anspruch 48, wobei die Trager- 
25 oberflache mittels eines Plasmas aktiviert 

wird. 
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54. Verfahren nach einem der Anspriiche 47 bis 53, 
wobei auf die Trageroberf lache eine beziiglich 
Form und Flache definierte Verbindungsmittel- 
Schicht aufgebracht wird und der Tr^ger danach 
5 in eine Nanopartikel-Suspension eingetaucht 

wird, so dass durch Anhaften der Nanopartikel 
an der auf gebrachten Verbindungsmittel-Schicht 
eine beziiglich Form und Fl&che definierte Mik- 
rostruktur erzeugt wird. 

10 55. Verfahren nach Anspruch. 54, wobei die beziiglich 
Form und Flache definierte Verbindungsmittel- 
Schicht mittels eines Nadel-Ring-Printers, ei- 
nes lithografischen Verfahrens, eines Tinten- 
strahlverfahrens oder eines Mikrokontaktdruck- 

15 verfahrens aufgetragen wird. 

56. Verfahren nach einem der Anspriiche 47 bis 55, 
wobei der Trager in eine Suspension oder L6sung 
des Verbindungsmittels eingetaucht wird, so 
dass eine die gesamte Trageroberf lache abde- 

20 ckende Verbindungsmittel-Schicht erzeugt wird, 

und danach die Nanopartikel so aufgetragen wer- 
den, dass eine beziiglich Form und Flache defi- 
nierte Mikrostruktur erzeugt wird. 

57. Verfahren nach Anspruch 56, wobei die beziiglich 
25 Form und Flache definierte Mikrostruktur mit- 
tels eines Nadel-Ring-Printers, eines lithogra- 
fischen Verfahrens, eines Tintenstrahlverf ah- 
rens oder eines Mikrokontaktdruckverfahrens 
aufgetragen wird. 
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58. Verfahren nach einem der Anspruche 47 bis 57, 
wobei das Verbindungsmittel und die Nanoparti- 
kel mehrmals auf die Trageroberf lache aufge- 
bracht werden. 

5 59. Verfahren nach einem der Anspruche 47 bis 58, 
wobei vor dem Aufbringen der Nanopartikel bio- 
logisch aktive Molekiile an die molekiilspezif i- 
schen Erkennungsstellen der Nanopartikel gebun- 
den werden. 

10 60. Verfahren nach einem der Anspruche 47 bis 58, 
wobei nach dem Aufbringen der Nanopartikel bio- 
logisch aktive Molekiile an die molekiilspezif i- 
schen Erkennungsstellen der Nanopartikel gebun- 
den werden. 

15 61. Verfahren nach einem der Anspruche 47 bis 58, 
wobei vor und nach dem Aufbringen der Nanopar- 
tikel biologisch aktive Molekiile an die mole- 
ktiispezTf ischeri" Erkennungsstellen der Nanopar- 
tikel gebunden werden. 

20 62. Verfahren nach einem der Ansprtiche 59 bis 61, 
wobei die Bindung der biologisch aktiven Mole- 
kiile an die molekiilspezif ischen Erkennungsstel- 
len der Nanopartikel erfolgt, indem die erste 
funktionelle Gruppen aufweisenden molekiilspezi- 

25 fischen Erkennungsstellen der Nanopartikel mit 

den die ersten funktionellen Gruppen bindenden, 
komplementaren zweiten funktionellen Gruppen 
aufweisenden Molekulen derart in Kontakt ge- 
bracht werden, dass kovalente und/oder nicht- 

30 kovalente Bindungen zwischen den funktionellen 
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Gruppen der molektilspezif ischen Erkennungsstel- 
len und der Molektile erfolgen. 

63. Verfahren nach Anspruch 62, wobei die ersten 
funktionellen Gruppen und die die ersten funk- 



64. Verfahren nach einem der Ansprtiche 59 bis 63, 
wobei die biologisch aktiven Molektile unter Er- 
halt ihrer biologischen Aktivitat gebunden wer- 



20 65. Verfahren nach einem der AnsprUche 59 bis 64, 
wobei es sich bei den Molekiilen um Proteine, 
Antigene, NucleinsSuren, PNA-Molekule oder 
Fragmente davon handelt. 

66. Verwendung eines Funktionselementes nach einem 
25 der Anspruche 1 bis 46 oder eines Funktionsele- 
mentes, hergestellt nach einem Verfahren nach 
einem der Anspruche 47 bis 65 zur Durchfuhrung 
eines Detektionsverf ahrens . 

67. Verwendung nach Anspruch 66, wobei das Detekti- 
30 onsverfahren MALDI-Massenspektroskopie, Fluo- 



10 



15 



tionellen Gruppen bindenden komplementaren 
zweiten funktionellen Gruppen ausgewahlt sind 
aus der Gruppe bestehend aus Aktivester, Alkyl- 
ketongruppe, Aldehydgruppe, Aminogruppe, Carbo- 
xygruppe , Epoxygruppe , Maleinimidogruppe, 
Hydra zingruppe, Hydra zidgruppe, Thiolgruppe, 
Thioestergruppe, Oligohistidingruppe, Strep-Tag 
I, Strep-Tag II, Desthiobiotin, Biotin, Chitin, 
Chitinderivate, ChitinbindedomMne, Metallche- 
latkomplex, Streptavidin, Streptactin, Avidin 
und Neutravidin. 



den. 
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reszenz- oder UV-Vis-Spektroskopie, Fluores- 
zenz- oder Lichtmikroskopie, Wellenleiterspekt- 
roskopie, Impedanzspektroskopie oder ein ande- 
res elektrisches Verfahren ist. 

5 68. Verwendung eines Funktionselementes nach einem 
der Anspruche 1 bis 4 6 oder eines Funktionsele- 
mentes, hergestellt nach einem Verfahren nach 
einem der Ansprtiche 47 bis 65 zur Steuerung der 
Zelladhasion oder des Zellwachstums . 

10 69. Verwendung eines Funktionselementes nach einem 
der Anspruche 1 bis 46 oder eines Funktionsele- 
mentes , hergestellt nach einem Verfahren nach 
einem der Anspruche 47 bis 65 zur Entwicklung 
von pharmazeutischen Praparaten. 

15 70. Verwendung eines Funktionselementes nach einem 
der Ansprtiche 1 bis 4 6 oder eines Funktionsele- 
mentes hergestellt nach einem Verfahren nach 
einem der Anspruche 47 bis 65 zur Analyse der 
Wirkungen und/oder Nebenwirkungen von pharma- 

20 zeutischen Praparaten. 

71. Verwendung eines Funktionselementes nach einem 
der Anspriiche 1 bis 4 6 oder eines Funktionsele- 
mentes hergestellt nach einem Verfahren nach 
einem der Ansprtiche 47 bis 65 zur Diagnose von 
25 Krankheiten. 



72. 



Verwendung nach Anspruch 71, wobei das Funkti- 
onselement zur Identif izierung von Krankheits- 
erregern eingesetzt wird. 
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73. Verwendung nach Anspruch 71, wobei das Funkti- 
onselement zur Identif izierung von mutierten 
Genen bei einem Menschen oder einem Tier einge- 
setzt wird. 

5 74. Verwendung eines Funktionselementes nach einem 



10 75. Verwendung nach Anspruch 74, wobei die Probe 
eine Wasser- oder Bodenprobe ist. 

76. Verwendung . nach Anspruch 74, wobei die Probe 
aus einem Nahrungsmittel oder Tierfutter 
st arrant . 

15 77. Verwendung eines Funktionselementes nach einem 



der Anspruche 1 bis 46 oder eines Funktionsele- 
ments hergestellt 4 nach einem Verfahren nach ei- 
nem der Anspruche 47 bis 65 zur Analyse der 
mikrobiologischen {Contamination von Proben. 



der Anspriiche 1 bis 46 oder eines Funktionsele- 
mentes, hergestellt* nach einem Verfahren nach 
einem der Anspruche 47 bis 65 als Elektronik- 
baustein in einem Biocomputer. 



20 
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